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5´-UTR  región 5´ no traducida 
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ATM   del inglés ataxia telangiectasia mutated 
ATR   del inglés ATM and Rad3-related  
BCIP   5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato 
BCR   del inglés B-cell receptor 
BDNF   del inglés brain-derived neurotrophic factor 
BER   del inglés base excision repair 
BRCA   del inglés breast cancer 
BRCT   dominio similar a la porción C-terminal del gen BRCA-1 
BrdU   5-bromo-2´-deoxiuridina 
Brn   del inglés brain 
BSA   albúmina de suero bovino 
c   cristalino 
c.a   cuerpos apoptóticos 
cDNA DNA complementario generado por la transcripción reversa 
del mRNA 
CHAPS  del inglés 3- ((3-cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-
propanesulfonic acid  
Chk   del inglés checkpoint kinase 
cod RAG-2  región codificante del gen rag-2  
contra   contralateral 
cps   ciclos por segundo 
CS, SC  colículo superior  
D   retina dorsal 
D.O   densidad óptica 
DAPI   4´,6-diamidino-2-fenilindol diclorohidrato 
dCTP   del inglés deoxycitidine triphosphate 
DEPC   dietil pirocarbonato 
DIG   digoxigenina 
DiI del inglés 1,1'-dioctadecyl 3,3,3',3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate  
 ix
DNA   del inglés deoxyribonucleic acid 
DNA-PK  del inglés DNA-dependent protein kinase  
DNA-PKcs  subunidad catalítica de DNA-PK  
DNasa   enzima que digiere el DNA 
dNTP   del inglés deoxyribonucleotide triphosphate 
DSBR   del inglés double-strand break repair 
DTT   ditiotreitol 
dUTP   del inglés deoxyuridine triphosphate 
E   día de desarrollo embrionario 
EDTA   ácido etilen-diamin-tetracético 
FANCD2  del inglés Fanconi anemia complementation group D2  
FGF-2   del inglés fibroblast growth factor-2 
Fig.   figura 
FITC   fluoresceína 
Fox   familia de factores de transcripción forkhead box 
Fsn-1   fascina-1 
GAPDH  gliceraldehido fosfato deshidrogenasa  
GL, LGN  geniculado lateral  
HR   del inglés homologous recombination 
IgCAM  del inglés immunoglobulin-like cell adhesión molecule 
ipsi   ipsilateral 
kDa   kiloDalton 
ko   del inglés knock out 
L1CAM  del inglés L1 cell adhesión molecule 
LED   diodo emisor de luz 
LINE-1  familia de retrotransposones long interspersed element-1 
LM   línea media 
M.M   masa molecular 
Mac-1   antígeno de membrana CD11b presente en la microglía 
MAPs   proteínas asociadas a los microtúbulos 
MCP   muerte celular programada 
MMR   del inglés missmatch repair 
mRNA   RNA mensajero 
N   retina nasal 
NBS1   del inglés Nijmegen breakage síndrome-1 o nibrina 
NBT   azul de nitrotetrazolio 
NER   del inglés nucleotide excision repair 
 x 
NHEJ   del inglés non-homologous end joining 
NO   nervio óptico 
nr   neurorretina 
NrCAM  del inglés neuron-glia-related cell adhesión molecule  
ORF   del inglés open reading frame 
P   día de desarrollo postnatal 
p/v   peso/volumen 
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PAGE   electroforesis en gel de poliacrilamida 
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PBS   del inglés phosphate buffered saline 
PCNA   del inglés proliferating cell nuclear antigen 
PCR   del inglés polymerase chain reaction 
PFA   paraformaldehido 
pI   punto isoeléctrico 
PI3K   fosfatidilinositol-3-quinasa 
PI3KKs  quinasas relacionadas con PI3K 
Pol   DNA polimerasa 
QO   quiasma óptico 
RAD-51  del inglés radiation sensitivity abnormal protein 51  
RAG1/2  del inglés recombination activating gen 1/2  
RNA   del inglés ribonucleic acid 
RNasa   enzima que digiere el RNA 
RT   del inglés reverse transcription 
RT-PCR  del inglés reverse transcription-polymerase chain reaction  
SDS   dodecil sulfato sódico 
SEM   error estándar de la media 
SSC   del inglés sodium chloride/sodium citrate 
T   retina temporal 
TCR   del inglés T-cell receptor 
TdT   deoxinucleotidiltransferasa terminal 
TOP   tracto óptico posterior 
t-RNA   RNA de transferencia 
TUNEL  del inglés TdT-mediated dUTP nick end labelling  
UA   unidades arbitrarias 
 xi
UV   ultravioleta 
V   retina ventral 
v   humor vítreo 
V(D)J   del inglés variable-diversity-joining 
v/v   volumen/volumen 
Vax   familia de factores de transcripción ventral anterior homeobox 
wt   del inglés wild type 
XRCC   del inglés x-ray cross-complementing 
Zic   familia de factores de transcripción zinc-finger 
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1. Introducción. 
El sistema nervioso es un tejido de elevada complejidad, tanto en lo que concierne 
a los múltiples tipos celulares que lo conforman como a la intrincada red de 
interconexiones que soporta su sofisticada función. Toda esa diversidad se genera 
durante el desarrollo, a partir de un neuroepitelio aparentemente indiferenciado 
formado por células proliferativas multipotentes. Éstas pasan por estadios 
secuenciales de célula madre neural, progenitor neural, neuroblasto o glioblasto, 
hasta que finalmente se convierten en neuronas y células de la glía maduras. Así 
pues, procesos como la proliferación, la diferenciación, la migración y el crecimiento 
axonal y dendrítico son fundamentales para generar la arquitectura del sistema 
nervioso y de los circuitos neuronales. El control de estos procesos celulares 
depende, como cualquier otro proceso biológico, de un balance preciso entre 
señales intrínsecas a la propia célula y señales extrínsecas procedentes de las 
células vecinas y la matriz extracelular. Sin embargo, los mecanismos concretos de 
control que llevan a las células neuroepiteliales a generar tal diversidad aún no 
están bien caracterizados (Cremisi et al., 2003, Valenciano et al., 2008). 
La muerte celular programada es un proceso fisiológico fundamental para la 
correcta morfogénesis y funcionalidad del sistema nervioso central. Este fenómeno 
es especialmente relevante en neuronas de proyección, según postula la teoría 
neurotrófica, pero también afecta a otros tipos de neuronas y células de la glía 
(Kuan et al., 2000; Roth and D´Sa, 2001; Davies, 2003; Buss et al., 2006). Además, 
en etapas tempranas del desarrollo, el sistema nervioso está sujeto a distintas fases 
de muerte celular que afectan a células proliferativas y a neuroblastos y glioblastos 
recién diferenciados (de la Rosa and de Pablo, 2000; Yeo and Gautier, 2004; Boya 
and de la Rosa, 2005; Valenciano et al., 2008). Aunque este proceso de muerte 
neural temprana,  mucho menos estudiado, está siendo aceptado por la comunidad 
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científica (Davies, 2003), sus implicaciones fisiológicas y funcionales se 
desconocen. 
Uno de los procesos que desencadena la apoptosis, el fenotipo más frecuente de 
muerte celular programada durante el desarrollo del sistema nervioso, es la 
generación de lesiones en el DNA. En concreto, las lesiones que afectan a las dos 
hebras del DNA son las que más comprometen la viabilidad celular. El presente 
trabajo se basa en las observaciones obtenidas en ratones nulos para diversos 
genes de reparación de roturas en el DNA, que muestran un efecto dramático sobre 
el desarrollo del sistema nervioso (Boya and de la Rosa, 2005). Nuestra hipótesis 
de partida ha sido que durante el desarrollo temprano del sistema nervioso central 
se producen lesiones en el DNA que estarían relacionadas con los procesos de 
neurogénesis y diferenciación neuronal. Aquellas células incapaces de reparar 
correctamente su DNA durante este proceso morirían por apoptosis.  
Como modelo de trabajo se ha utilizado principalmente la retina de ratón 
embrionario, dado que forma parte del sistema nervioso central y es un modelo bien 
establecido para el estudio tanto de procesos fisiológicos como patológicos del 
sistema nervioso.  
1.1 La retina de vertebrados. 
La retina neural de vertebrados es un tejido altamente especializado y sensible a la 
luz, que contiene células fotorreceptoras conectadas a una red neural capaz de 
procesar la información visual. Todas las retinas de vertebrados tienen la misma 
organización laminar básica y función fisiológica. La retina contiene cinco tipos de 
neuronas: los fotorreceptores, las células bipolares, las células ganglionares, las 
células horizontales y las células amacrinas. También consta de un tipo celular de 
glía generado endógenamente, la célula de Müller, así como de astrocitos y células 
de microglía de origen extrarretiniano. Las neuronas de la retina están organizadas 
en seis capas alternativas, en las que los cuerpos celulares están localizados, de 
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fuera a dentro del ojo, en la capa nuclear externa, la capa nuclear interna y la capa 
de células ganglionares. Por otro lado, axones, dendritas y contactos sinápticos se 
localizan en la capa plexiforme externa, la capa plexiforme interna y la capa de 
fibras del nervio óptico (Masland, 2001a) (Fig. 1.1).  
La luz activa a los fotorreceptores, donde se produce la fototransducción, y la señal 
resultante se transmite por las células bipolares a las células ganglionares. Los 
axones de las células ganglionares de la retina se unen para formar el nervio óptico 
y contactar mayoritariamente con la corteza visual primaria. 
 
 
Fig.1.1- Representación esquemática de la retina laminar de vertebrados. El esquema de la 
derecha representa la estructura de la retina neural del ratón adulto observada mediante 
inmunotinción específica de las diferentes poblaciones celulares (fotografía de la izquierda). Los 
núcleos de las células presentes en la retina se agrupan formando capas. En la capa nuclear externa 
(CNE) se colocan los núcleos de los fotorreceptores (R, bastones; C, conos), en la capa nuclear 
interna (CNI) se encuentran los núcleos de las células bipolares (RB y CB), amacrinas (A y AII), 
horizontales (H) y de las células de Müller (no dibujadas en el esquema), y en la capa de células 
ganglionares (CCG) se colocan los núcleos de las células ganglionares (G) y amacrinas desplazadas. 
Las sinapsis de los diferentes tipos celulares se organizan formando las capas plexiformes. La capa 
plexiforme externa (CPE) está formada por sinapsis entre los fotorreceptores y las células bipolares, y 
la capa plexiforme interna (CPI) la conforman las sinapsis entre las células bipolares y las 
ganglionares. Por último, los axones de las células ganglionares se unen formando la capa de fibras 
ópticas (CFO). Figura reproducida de Morgan and Wong, 2008. Acceso web 
http://webvision.med.utah.edu/Wong.html
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1.1.1 Generación de los diferentes tipos celulares de la retina. 
La neurogénesis en el embrión comienza tras el cierre del tubo neural, evento que 
en el ratón ocurre aproximadamente hacia el día embrionario (E) 8,5. La retina en 
concreto se origina a partir del neuroepitelio proveniente del prosómero 6 
(Rubenstein et al., 1994) y en el ratón comienza su desarrollo en E10 con la 
formación de la vesícula óptica. La retina se convierte en post-mitótica hacia el día 
postnatal (P) 9, pero no alcanza su madurez hasta, aproximadamente, P20. 
Procesos secuenciales de regionalización, proliferación, diferenciación y muerte 
celular, finamente coordinados y regulados, van a generar su compleja 
citoarquitectura. Los seis tipos celulares de la retina se producen en un orden 
temporal estereotípico, bastante conservado en los vertebrados, a partir de un 
conjunto de precursores pluripotentes proliferativos. Éstos pasan por una serie de 
estadios de competencia durante los cuales se genera un subtipo celular en 
particular (Cepko et al., 1996; Livesey and Cepko, 2001; Masland, 2001b; 
Marquardt and Gruss, 2002).  
 
 
Fig. 1.2- Esquema de los periodos de nacimiento de los diferentes tipos celulares de la retina. 
La diferenciación celular en la retina tiene lugar en un orden histogénico determinado. Las curvas 
representan valores relativos a las proporciones de células de cada tipo celular que se generan en un 
momento concreto del desarrollo de la retina de ratón. Figura reproducida de Marquard and Gruss, 
2002.   
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En todas las especies de vertebrados examinadas hasta ahora, las células 
ganglionares son las primeras en generarse, seguidas por las células horizontales, 
los conos, amacrinas, bastones, bipolares y, finalmente, las células de la glía de 
Müller (Fig.1.2).  
1.1.2 Diferenciación y maduración de las células ganglionares de la 
retina. 
Las células ganglionares son la única población de neuronas de proyección de la 
retina. Sus axones salen de la misma formando el nervio óptico y transmiten la 
información visual al cerebro. La diferenciación temprana de las células 
ganglionares comienza, en el ratón, en torno a E10, en la región dorso-temporal de 
la retina y sigue un patrón centro-periférico en la mayor parte de las especies 
estudiadas (Valenciano et al., 2008). Tras migrar a su capa correspondiente, las 
células ganglionares comienzan su diferenciación terminal  bajo la influencia  de  
factores de transcripción como Brn3, Islet2, FoxD1, FoxG1, Vax1, Vax2, Pax2, Zic2 
o Zic3 entre otros, que parecen determinar ya desde etapas tempranas del 
desarrollo la trayectoria de los axones (Erskine and Herrera, 2007). Los axones de 
las células ganglionares salen por el disco óptico formando una red radial de 
gruesos fascículos. La mayoría se dirigen hacia la línea media ventral del diencéfalo 
para formar el quiasma óptico. Dependiendo de la estirpe de ratón, en torno a E12,5 
se observa la llegada de los conos de crecimiento axonales a la zona del quiasma y 
en E13,5 se introducen en el tracto óptico posterior para conectar, más tarde, con 
sus dianas sinápticas principales, el colículo superior (CS) y el geniculado lateral 
(GL) (Sretavan, 1990; Oster et al., 2004, Guerin et al., 2006; García-Frigola et al. 
2007) (Fig. 1.3).  
En los animales con visión binocular, los axones de las células ganglionares 
conectan con sus dianas en los dos hemisferios cerebrales. En el ratón, la mayor 
parte de los axones cruzan la línea media para conectar contralateralmente con los  
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núcleos  cerebrales  diana,  mientras  que  sólo alrededor del 3% de los axones 
proyectan ipsilateralmente. Las células ganglionares especializadas en las 
conexiones ipsilaterales se restringen a la zona ventro-temporal de la retina 
(Williams et al., 2004).  
Aunque las conexiones sinápticas no se refinan hasta etapas de desarrollo 
postnatal, se ha observado que ya desde etapas embrionarias los procesos que 
permiten guiar los axones son altamente específicos y dependen de una regulación 
muy fina de diferentes genes y proteínas.  
Los mapas retinotópicos son conexiones punto a punto establecidas entre los 
axones de las células ganglionares y aquellas que se encuentran en los núcleos 
cerebrales diana. El establecimiento de estas conexiones depende tanto de 
moléculas presentes en la membrana plasmática y en los conos de crecimiento 
como de la actividad neuronal que comienza a manifestarse ya en la primera 
semana del desarrollo postnatal del ratón (Eglen et al., 2003).  
 
 
Fig. 1.3 Esquema del sistema visual de mamíferos. Los axones de las células ganglionares 
atraviesan la retina de forma radial y salen por el disco óptico. Los axones viajan hacia el quiasma 
óptico y toman la decisión de cruzar la línea media o proyectar ipslateralmente hasta contactar con sus 
principales dianas localizadas en el colículo superior (SC) o el geniculado lateral (LGN). Reproducido 
de Erskine and Herrera, 2007. 
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1.1.3 Proteínas de la guía axonal. 
En la retina, al igual que en el resto del sistema nervioso, la complejidad de los 
procesos neuronales y sus proyecciones requiere una gran diversidad de moléculas 
que permiten, en primer lugar, guiar los axones a los tejidos diana y, una vez allí, 
establecer mapas punto a punto con las células que ahí residen. 
Las proteínas de la guía axonal son moléculas de adhesión, receptores y ligandos 
asociados a membrana, así como ligandos secretados. Por una parte, permiten el 
reconocimiento del entorno por parte de los conos de crecimiento y, por otra, 
median la adhesión neurona-neurona y neurona-glía. Regulan tanto el grado de 
fasciculación de los axones como su crecimiento y trayectoria mediante 
mecanismos de quimiotaxis (Gordon-Weeks, 2000; Chédotal et al., 2005; Nguyen-
Ba-Charvet and Chédotal, 2006). 
En los últimos 15 años se han caracterizado multitud de proteínas implicadas en la 
guía axonal, entre las que se encuentran las Ig-CAMs, semaforinas, netrinas, 
efrinas, cadherinas o slits, entre otras. Algunas actúan a través de la señalización 
receptor-ligando, mientras que otras simplemente median la adhesión célula-célula 
(Dickson, 2002). 
Durante el crecimiento axonal, las células ganglionares de la retina expresan 
proteínas de la guía axonal, como robo, plexina, moléculas de la familia de las  Ig-
CAMs  y  efrinas,  tanto  en  el  cono  de  crecimiento, como en la membrana 
plasmática. Estas señales son atraídas o repelidas químicamente por aquellas que 
expresan las células vecinas en la lente, la retina, el quiasma óptico, el tracto óptico 
posterior y los núcleos cerebrales donde finalmente deben llevarse a cabo las 
conexiones sinápticas, lo cual permite el avance de los axones (Fig.1.4). Por lo 
tanto, a lo largo de su trayectoria los axones reciben la información  necesaria   
para  contactar  con  las  células  diana  situadas  a  distancias relativamente 
 9
Introducción                              
grandes sin apenas producirse errores en su dirección (Williams et al., 2004; 
Chédotal et al., 2005; Erskine and Herrera, 2007; Schmucker, 2007). 
Muchas de las moléculas clasificadas como proteínas de la guía axonal presentan 
una elevada homología, tanto a nivel estructural como a nivel de organización 
génica, con los genes de las inmunoglobulinas que codifican los receptores de 
membrana de linfocitos T y B (TCR y BCR respectivamente) (Fig. 1.5).  
Adicionalmente, las proteínas de esta familia presentan una multitud de isoformas 
proteicas altamente específicas codificadas por unos pocos genes. Por ello, a 
principios de esta década se planteaba la hipótesis de que la gran variabilidad de 
moléculas de la guía axonal se podría generar por mecanismos de recombinación 
somática en el sistema nervioso central, teoría que se viene barajando desde antes 
del descubrimiento de este proceso en el sistema inmune (Dreyer et al., 1967).  Sin 
embargo, algunos trabajos han demostrado que la variabilidad en la expresión 
génica, al menos en el  caso  de  algunas  proteínas  de  adhesión  presentes  en  el  
 
 
Fig. 1.4- Principales proteínas de la guía axonal que dirigen la trayectoria de los axones de las 
células ganglionares a través de la vía visual en el ratón. (A) Guía de los axones en la retina. (B) 
Guía de los axones en el quiasma óptico. (C) Mapa topográfico de los axones de las células 
ganglionares en el colículo superior. Figura reproducida de Erskine and Herrera, 2007. 
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sistema nervioso, se genera mediante mecanismos de procesamiento alternativo 
del mRNA (Wang et al., 2002; Schmucker, 2007). En cualquier caso, los 
mecanismos moleculares que controlan la expresión de los genes implicados en la 





Fig. 1.5- Representación esquemática de las principales familias de proteínas de la guía axonal. 
(A) Familia de las semaforinas secretadas y sus receptores. (B) Familia de las semaforinas de 
membrana y sus receptores. (C) Familia de las IgCAMs. (D) Slit y Robo. (E) Familia de las netrinas y 
sus receptores. (F) Familia de las cadherinas. (G) Leyenda de los dominios estructurales comunes a 
las distintas familias de proteínas de la guía axonal. Figura modificada a partir de Sandi, 2005;  
Chédotal et al., 2005; Takeichi 2007. 
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1.2 Muerte celular programada durante el desarrollo del sistema 
nervioso. 
La muerte celular programada (MCP) es un proceso esencial para la homeostasis 
de órganos y tejidos (Conlon y Raff, 1999). La apoptosis (Kerr et al., 1972; Hale et 
al., 1996) es el fenotipo de MCP más estudiado y común en vertebrados, aunque no 
el único. Durante el desarrollo, tanto de vertebrados como de invertebrados, la MCP 
interviene en la morfogénesis de algunas estructuras, en la eliminación de las que 
ya no son necesarias y en el control del número de células. Es, por tanto, un 
proceso fisiológico relevante durante el desarrollo de los organismos en general 
(Clarke, 1990; Ellis et al., 1991, Jacobson et al., 1997).  
La MCP también juega un papel esencial en el desarrollo del sistema nervioso. La 
implicación de la muerte celular en el establecimiento y el refinamiento de las 
conexiones de las neuronas de proyección con sus células diana ha sido 
ampliamente caracterizada. Tal y como postula la teoría neurotrófica, las neuronas 
de proyección compiten por factores tróficos en cantidad limitante procedentes de 
las células diana. Aquellas neuronas incapaces de recibir soporte trófico entran en 
MCP (Kuan et al., 2000; Roth and D´Sa, 2001; Davies, 2003; Buss et al., 2006).  
En la retina de ratón, las células ganglionares compiten por el BDNF, su factor 
trófico mejor caracterizado. La muerte neurotrófica de esta población celular 
comienza en E18,5 y finaliza en P12, encontrándose un pico alrededor de P2-P5. 
Durante este proceso el 60% del total de las células ganglionares nacidas se 
eliminan por MCP (Valenciano et al., 2008). Sin embargo, la muerte neurotrófica no 
es ni mucho menos la más temprana, ni la única que afecta a las células del 
sistema nervioso central. Antes de que se produzca la sinaptogénesis, las células 
madre neurales, los precursores neurales proliferativos y los neuroblastos y células 
de la glía recién diferenciadas están también sujetos a procesos de MCP (de la 
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Rosa and de Pablo, 2000; Yeo and Gautier, 2004; Boya and de la Rosa, 2005; 
Valeciano et al., 2008). 
1.2.1 Muerte neural temprana. 
Cada vez resulta más evidente que la muerte neural temprana es un proceso 
necesario para el correcto desarrollo del sistema nervioso central. La prueba 
definitiva la han aportado los animales modificados genéticamente. Ratones 
mutantes nulos para proteínas implicadas en la señalización y ejecución de la 
muerte por apoptosis presentan hiperplasia cerebral, exencefalia, defectos en el 
tubo neural y en la retina debidos, generalmente, a un exceso de progenitores 
neurales proliferativos o neuroblastos recién diferenciados (Tabla 1.I). Además, 
estos defectos provocan, frecuentemente, la muerte de los embriones en etapas 
tempranas de su desarrollo. (Boya and de la Rosa, 2005). Estas observaciones 
demuestran inequívocamente la importancia fisiológica de la MCP para la correcta 
formación del sistema nervioso central. 
El fenotipo de los ratones nulos que se recogen en la Tabla 1.I, así como 
experimentos in vivo llevados a cabo en otros modelos experimentales de 
vertebrados, han permitido determinar que la muerte neural temprana afecta a las 
células del sistema nervioso en todos sus estadios de desarrollo. 
Algunos ensayos han puesto de manifiesto que, al menos parte de las células 
afectadas por procesos de MCP, han pasado por la fase S del ciclo celular poco 
antes de morir, o expresan marcadores de células proliferativas (Carr and Simpson, 
1981; Homma et al., 1994; Blaschke et al., 1996, 1998; Galli-Resta and Ensini, 
1996; Thomaidou et al., 1997; Diaz et al., 1999; Lossi and Merighi, 2003; Depaepe 
et al., 2005). Además, los ratones nulos para caspasa-3, caspasa-9 y citocromo c 
presentan niveles de muerte muy reducidos en regiones del sistema nervioso donde 
las células se dividen activamente. Asimismo, estudios realizados en ratones 
modificados  genéticamente   en   proteínas   reguladoras  del  ciclo  celular  apoyan   
 13
Introducción                              
Tabla 1.I- Impacto en el sistema nervioso central de la eliminación de genes implicados en la 
señalización y la ejecución de la apoptosis. Se resume el fenotipo encontrado en diversos ratones 




la relación entre los procesos de proliferación y MCP (Boya and de la Rosa, 2005). 
Las células neuroepiteliales en proliferación no son, sin embargo, la única población 
celular que se encuentra afectada por MCP. La inhibición de este proceso también 
provoca el incremento de neuronas postmitóticas inmaduras y, en consecuencia, 
malformaciones cerebrales severas (Boya and de la Rosa, 2005). Parece, pues, 
que la MCP está también relacionada con la correcta diferenciación neural 
temprana. 
Por otro lado, durante el desarrollo temprano de la retina, al igual que en el resto del 
sistema nervioso central, se producen procesos de morfogénesis y especificación 
regional de las células. La MCP está también relacionada con dichos procesos 
morfogenéticos y afecta tanto a células proliferativas como a neuronas 
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postmitóticas inmaduras localizadas en la zona central de la retina (Glücksmann, 
1940; Cuadros and Rios ,1988; Diaz et al., 1999; Li et al., 2000; Ozeki et al., 2000; 
Candal et al., 2005; Morcillo, et al.; 2006).  
A pesar de que cada vez más trabajos apoyan la relevancia de la muerte neural 
temprana en los procesos de morfogénesis, proliferación y diferenciación, los 
mecanismos de regulación que la controlan y los aspectos funcionales de la misma  
aún se desconocen. Existen evidencias experimentales que indican que un soporte 
neurotrófico también estaría regulando la muerte neural temprana. La competencia 
por cantidades limitantes de factores tróficos, por parte de los progenitores 
neurales, serviría como mecanismo para ajustar las poblaciones celulares (Abrams, 
2002; Abrams and White, 2004). Sin embargo, interpretaciones alternativas 
sugieren que la muerte neural temprana se utilizaría como mecanismo de selección 
negativa para favorecer la presencia de las células más eficientes (Diaz and 
Moreno, 2005; Boya and de la Rosa, 2005). Es bien conocido que durante el 
desarrollo de las células linfoides, en concreto de las células T y B, la MCP sirve 
para seleccionar aquellos linfocitos capaces de responder de la forma más 
específica a antígenos exógenos (Strasser, 2005; Opferman, 2008) (Fig.1.6). 
1.3 Roturas en la doble hebra del DNA. 
Para cualquier organismo, la estabilidad del DNA es sumamente importante   
debido a que actúa como reservorio de la información genética (Gilmore et al., 
2000; Thompson and Limoli, 2004). Sin embargo, la estructura primaria del DNA 
está continuamente sujeta a alteraciones debido a agresiones, tanto extrínsecas a 
la célula como intrínsecas. La exposición a luz UV, a radiaciones ionizantes, a 
compuestos químicos genotóxicos, el propio metabolismo celular o errores de 
replicación y trascripción provocan lesiones en el DNA que pueden comprometer la 
viabilidad celular. Dichas agresiones pueden ser fuente de inestabilidad genómica,  
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Fig. 1.6- Representación esquemática de la incidencia de la muerte celular durante la selección 
de los linfocitos T. Se muestran en el esquema los diversos estímulos que llevan a los linfocitos T a 
morir por apoptosis a lo largo de los diferentes estadios de su diferenciación. El proceso es similar en 
los linfocitos B, aunque no se muestra en la figura. Modificado a partir de Strasser 2005. 
 
provocar la aparición de células cancerígenas o pueden llevar a las células a morir  
por apoptosis.   
Los organismos han desarrollado diversos mecanismos que les permite responder 
frente a lesiones producidas en su genoma. Estos pueden clasificarse en función de 
la vía de reparación empleada y los genes implicados en la misma. Así pues, en 
mamíferos pueden distinguirse mecanismos de reparación como MMR (del inglés 
Missmatch Repair), BER (del inglés Base Excision Repair), NER (del inglés 
Nucleotide Excision Repair), y la reparación de la doble hebra del DNA o DSBR 
(Christmann et al., 2003). Mientras que los primeros mecanismos mencionados se 
activan cuando sólo una de las cadenas del DNA se encuentra dañada, los DSBRs 
afectan a ambas hebras. 
Paradójicamente, el sistema inmune ha utilizado las roturas de doble hebra para 
generar la diversidad de los receptores TCR y BCR en los linfocitos T y B 
respectivamente. Dichas roturas se producen sistemáticamente durante la 
proliferación de los precursores de ambos tipos celulares y son reparadas por 
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sistemas enzimáticos especializados durante el llamado proceso de recombinación 
V(D)J o recombinación somática (Gilmore et al., 2000). Cuando estos sistemas 
enzimáticos fallan o se produce una recombinación somática improductiva, las 
células del sistema inmune entran en un proceso de MCP de tipo apoptótico (ver 
Fig. 1.6). 
1.3.1 Mecanismos de reparación de la doble cadena del DNA. 
Las células poseen mecanismos complejos y muy eficientes que permiten la 
reparación de lesiones que afectan a la doble cadena del DNA, evitan el efecto 
genotóxico de las mismas y promueven su supervivencia. Existen dos vías 
principales de DSBR: la recombinación homóloga (HR) y la NHEJ (del inglés Non-
Homologous End Joining). Esta segunda vía ha sido ampliamente caracterizada en 
el sistema inmune, ya que es la que se emplea durante la recombinación somática 
(Fig.1.7). 
Ambas vías de reparación son mecanísticamente diferentes. Se distinguen 
principalmente por su fidelidad y la necesidad de copiar los nucleótidos eliminados 
en el proceso a partir de un DNA molde. La HR requiere de proteínas relacionadas 
con RAD-51, entre las que se encuentra XRCC2, para asegurar la reparación del 
DNA dañado copiando la secuencia de un molde de DNA no dañado; bien la 
cromátida  hermana,  bien  el  cromosoma  homólogo  (Thompson  and Schild, 
2001; West, 2003). Por el contrario, la vía de NHEJ consiste en la modificación 
directa y la posterior ligación de los extremos del DNA. En este proceso, proteínas 
como Ku70/Ku80, DNA-PKcs, DNA ligasa IV y XRCC4 son cruciales (Mills et al., 
2003; Lieber et al., 2003). Mientras que la vía de NHEJ puede activarse en todas 
las fases del ciclo celular, la recombinación homóloga es funcionalmente importante 
desde la fase de síntesis (S) hasta la mitosis (M). No obstante, en numerosos 
sistemas se ha demostrado que existe interacción entre ambas vías (Richardson et 
al., 2000; Couedel et al., 2004; Mills et al., 2004). Los componentes de las dos vías 
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se expresan de forma más o menos ubicua en todos los tipos celulares, de manera 
que ambas podrían ser competentes en la reparación del DNA. Sin embargo, se 
considera que la vía de NHEJ es predominante en células de mamíferos, a pesar 
de que es frecuentemente origen de modificaciones en el material genético debido 




Fig. 1.7- Representación esquemática de las vías de reparación de la doble cadena del DNA. Se 
muestran las diferentes moléculas que se activan durante los procesos de HR y NHEJ en células de 
mamíferos. Los asteriscos indican las etapas más tardías de la vía de NHEJ, en las que se puede 
producir la modificación del material genético por la eliminación y/o incorporación de secuencias de 
nucleótidos. Modificado a partir de Bonatto et al., 2005; R&D® Systems, 2005). 
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1.3.2 Proteínas implicadas en la reparación de la doble hebra del DNA. 
1.3.2.1 ATM /ATR y sus sustratos. 
Los dos principales sensores del daño al DNA son las quinasas ATM y ATR. Ambas 
enzimas, pertenecientes a la familia de las quinasas de fosfatidilinositol-3-fosfato 
(PI3KK), están funcionalmente y estructuralmente relacionadas. Los primeros 
estudios de estas proteínas se centraron en caracterizar la implicación que podía 
tener cada una de ellas en los dos mecanismos de reparación de DSBs 
dependiendo del origen de las roturas en el DNA. Sin embargo, en los últimos años 
numerosos trabajos han sugerido que, lejos de activar vías de señalización 
paralelas e independientes, ATM y ATR activan vías de reparación interconectadas 
y solapantes. Algunos autores consideran incluso que ambas quinasas tienen un 
papel redundante en la célula y pueden ser intercambiables, aunque no siempre 
comparten sustratos (Gatei et al., 2001; Hurley and Bunz, 2007). 
ATM se encuentra de forma natural formando dímeros. Al producirse una lesión en 
el DNA, se fosforila en el residuo de Ser1981 (Ser1987 en el ratón), modificación que 
favorece la disociación de los dímeros y la actividad quinasa de los monómeros. La 
activación de ATM parece producirse tanto por autofosfolilación (Orii et al., 2006) 
como por fosforilación intermolecular. En esta última podría participar ATR (Kurose 
et al., 2005; Hurley and Bunz, 2007). Al activarse, ATM se localiza en regiones de la 
cromatina cercanas a la lesión del DNA y activa a su vez numerosos sustratos. Uno 
de los principales sustratos de ATM es H2AX, una isoforma de la histona H2A que 
forma parte de la estructura de la cromatina. La activación de H2AX implica la 
forforilación de su residuo de Ser139 (modificación referida como γH2AX) y en ella 
parecen participar no sólo ATM, sino también ATR y DNA-PKcs. En total se han 
descrito hasta 20 sustratos de ATM, entre los que se encuentran, además de H2AX, 
p53, Chk1, Chk2, NBS1, BRCA1 y FANCD2. La mayoría de estas proteínas forman 
parte de los mecanismos de control del ciclo celular y son capaces de activar tanto 
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la vía de reparación de HR como la de NHEJ en función de la fase del ciclo en la 
que se encuentre la célula (Thompson and Limoli, 2002).      
1.3.2.2 DNA-PK y sus sustratos. 
DNA-PKcs es uno de los componentes principales de la vía de NHEJ en mamíferos, 
junto con Ku70/Ku80, XRCC4 y DNA ligasa IV. Es una serin/treonin quinasa 
también perteneciente familia de las PI3KK. Cuando se produce un daño en el 
DNA, DNA-PKcs se localiza en regiones cercanas a la lesión que previamente han 
sido reconocidas por el heterodímero Ku70/Ku80. Sólo cuando forma un complejo 
proteico (conocido como DNA-PK) junto con Ku70/Ku80 y se encuentra unida al 
DNA, DNA-PKcs parece poder ejercer su actividad quinasa. La asociación DNA-Ku-
DNA-PKcs permite, por un lado, estabilizar la estructura del DNA lesionado y, por 
otro, la entrada de factores que procesan los extremos del mismo, hasta dejarlos 
romos o cohesivos, de forma que sean compatibles para la religación por parte de 
la DNA ligasa IV. Se han descrito hasta 16 residuos susceptibles de fosforilarse en 
la molécula de DNA-PKcs, aunque la verdadera función de cada uno de ellos no 
está perfectamente caracterizada, ni todos parecen ser relevantes para la 
reparación del DNA in vivo. Recientemente se ha propuesto que la fosforilación del 
residuo de Thr3950 podría ser crucial para la actividad quinasa de DNA-PKcs. Las 
modificaciones mencionadas parecen producirse por mecanismos de 
autofosforilación, aunque actualmente se ha propuesto que el residuo de Thr2609 
podría ser también sustrato de ATM y ATR. No está claro si estas quinasas juegan 
un papel redundante con la autofosforilación de DNA-PKcs, aunque parece que 
ambos mecanismos son biológicamente relevantes (Chen et al., 2005; Weterings 
and Chen, 2008). 
Entre los numerosos sustratos de DNA-PK se pueden distinguir moléculas que 
actúan como respuesta primaria frente a un daño al DNA y moléculas implicadas en 
las etapas de procesamiento y ligación. Así pues, dentro del primer grupo pueden 
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distinguirse H2AX y p53, que, como ya se ha mencionado, también pueden ser 
sustratos de ATM y ATR. En concreto γH2AX favorece la estabilización de los 
extremos del DNA y el reclutamiento de los sistemas enzimáticos que resuelven la 
rotura por la vía de NHEJ. Entre las proteínas implicadas en el procesamiento y la 
ligación, Artemis, XRCC4 y DNA ligasa IV son también sustratos de DNA-PK. La 
función de estas proteínas ha sido ampliamente estudiada por su implicación en la 
recombinación somática en el sistema inmune. Cuando se producen las roturas de 
doble hebra en los genes de las inmunoglobulinas, los extremos del DNA adquieren 
una estructura de horquilla, lo cual evita su degradación por parte de enzimas de 
actividad exonucleasa. Artemis procesa estas estructuras y elimina los extremos 
protuberantes para que, posteriormente, moléculas como la 
deoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT), DNA polimerasa μ y DNA polimerasa λ 
incorporen los nucleótidos eliminados. La DNA ligasa IV produce la ligación de los 
extremos procesados, quedando entonces el DNA totalmente reparado (Park et al., 
2003; Weterings and Chen, 2008). 
1.3.2.3 Polimerasas implicadas en la reparación del DNA. La DNA 
polimerasa μ. 
Para mantener la integridad del genoma y asegurar la perfecta transmisión del 
material genético durante la replicación, las células de mamíferos expresan multitud 
de DNA polimerasas. La familia de las DNA polimerasas X (Pol X) está formada por 
cuatro miembros: TdT, Pol β, Pol λ y Pol μ, todas ellas relacionadas entre si 
estructural y funcionalmente. Son enzimas de pequeño tamaño, poco precisas y de 
actividad no replicativa, implicadas en procesos de reparación del DNA. A 
excepción de Pol β, que está implicada en la reparación mediante el mecanismo de 
escisión de bases (BER), todas ellas participan en la reparación de la doble hebra 
del DNA (Domínguez et al., 2000; Garcia-Diaz et al., 2000; Ramadan et al., 2004). 
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TdT, Pol λ y Pol μ presentan, además del dominio de actividad polimerasa (dominio 
pol X), un dominio BRCT que les permite interaccionar con los complejos proteicos 
implicados en la reparación del DNA por la vía de NHEJ. Dado que Pol β carece de 
este dominio, nunca se la ha relacionado con esta vía. Adicionalmente, Pol λ 
presenta actividad liasa, hecho que la hace competente para participar en la vía de 
BER, al igual que Pol β (Moon et al., 2007) (Fig. 1.8). La contribución de TdT a la 
vía de reparación de NHEJ es clara. Su expresión es abundante en los tejidos 
linfoides donde se lleva a cabo la recombinación V(D)J. Participa activamente en  
este proceso favoreciendo la generación de la diversidad de los receptores 
reconocedores de antígeno, gracias a su actividad transferasa terminal. Por el 
contrario, la implicación de Pol μ y Pol λ en este fenómeno es menos evidente. 
Ambas presentan una expresión más o menos generalizada en todos los tejidos de 
los mamíferos. Sin embargo, algunos trabajos han implicado específicamente a Pol 
μ en la recombinación de las cadenas ligeras de los genes de las inmunoglobulinas 
en los linfocitos B, mientras que Pol λ parece participar en la recombinación de las 
cadenas pesadas (Bertocci et al., 2003; 2006; Davis et al., 2008). 
TdT tiene la peculiaridad de ser capaz de incorporar nucleótidos en los extremos 
del DNA en ausencia de un molde director, gracias a la presencia un lazo específico 
en su estructura. Esta característica le confiere a TdT una actividad mutadora que 
han aprovechado los linfocitos T y B para generar variabilidad en sus receptores.  
 
Fig.1.8- Representación esquemática de los 
dominios más representativos de las DNA 
polimerasas pertenecientes a la familia Pol X. Se 
representa en naranja pálido el dominio polimerasa y en 
naranja más oscuro el motivo hélice-horquilla-hélice, 
ambos comunes a los cuatro miembros de la familia (Pol 
λ, TdT, Pol μ y Pol β). En azul se representa el dominio 
BRCT presente en las tres primeras y que está ausente 
en pol β, al igual que el dominio de localización nuclear 
(verde). Reproducido de Ramadan et al., 2004.    
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Curiosamente, Pol μ también contiene el lazo característico de TdT. Por ello se ha 
propuesto que Pol μ podría actuar como enzima mutadora del DNA en células 
eucariotas. Por otro lado, aunque Pol  μ es capaz de incorporar nucleótidos en 
ausencia de molde, se ha observado que los extremos del DNA deben ser al menos 
parcialmente compatibles para que Pol μ pueda procesarlos de forma adecuada. 
Por el contrario Pol λ es capaz de procesar extremos del DNA protuberantes, si 
bien requiere de secuencias con cierta homología a las regiones dañadas del DNA 
(Domínguez et al., 2000; Ruiz et al., 2001; Juárez et al., 2006).  
Por último, Pol μ es capaz de asociarse a Ku70/Ku80 y a DNA ligasa IV (Mahajan et 
al., 2002; Davies et al., 2008). Aunque el mecanismo exacto por el cual esta 
polimerasa es capaz de resolver lesiones en el DNA por la vía de NHEJ y su 
contribución real en este proceso no está aún del todo clara, todos los antecedentes 
indican que es una molécula necesaria para la reparación de la doble hebra del 
DNA, al menos en el sistema inmune.  
1.4 Implicación de las moléculas de reparación de la doble hebra del 
DNA en el desarrollo temprano del sistema nervioso central. 
El desarrollo de modelos murinos nulos para genes implicados en la señalización y 
la ejecución de la apoptosis ha permitido poner de manifiesto la enorme relevancia 
de la muerte celular durante el desarrollo neural temprano. Igualmente, los 
fenotipos encontrados en diversos ratones mutantes nulos en genes implicados en 
la reparación del DNA indican que dicho proceso también es relevante para el 
correcto desarrollo del sistema nervioso central (Tabla 1.II).  
Sorprendentemente, defectos en la vía de reparación de NHEJ, debido a la 
eliminación de la DNA Ligasa IV y de XRCC4, provocan la mortalidad de los 
embriones en edad de desarrollo E14,5-E16 debido a la total desaparición de 
neuronas postmitóticas inmaduras. Tampoco el sistema inmune llega a 
desarrollarse. Sin embargo, otros tejidos no parecen encontrarse afectados en 
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estos animales (Peña de Ortiz and Arshavsky, 2001; Boya and de la Rosa, 2005). 
Defectos en moléculas implicadas en la vía de HR también se relacionan con un 
incremento de la apoptosis en células del sistema nervioso central. La ausencia de  
XRRC2 provoca retraso en el crecimiento y la muerte neonatal de los individuos 
mutantes asociada a problemas respiratorios. Adicionalmente Deans y  
colaboradores han descrito  una  elevada  apoptosis  asociada  a  las  neuronas  
recién diferenciadas (Deans et al., 2000). Estas observaciones apoyan los 
resultados obtenidos en otros sistemas que indican que las dos vías de reparación 
de la doble hebra del DNA están estrechamente interconectadas (Richardson et al.,  
 
Tabla 1.II- Impacto en el sistema nervioso central de la eliminación de proteínas implicadas en 
la reparación del DNA. Se resume el fenotipo encontrado en diversos animales mutantes nulos en 
proteínas implicadas, principalmente, en la reparación de la doble hebra del DNA. Modificado a partir 
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2000; Couedel et al., 2004; Mills et al., 2004). Por contra, Orii y colaboradores han  
descrito más recientemente, en otro mutante de XRCC2, que se produce una 
muerte neural masiva en zonas proliferativas del prosencéfalo y el telencéfalo en 
estadio de desarrollo  E9-E10,  que lleva a la mortalidad de los embriones en estas 
edades. En contraste, el fenotipo de los ratones nulos para DNA ligasa IV no 
empieza a manifestarse en dichas regiones del sistema nervioso antes de E12, 
coincidiendo con el inicio de la diferenciación neuronal temprana (Orii et al., 2006). 
Estas nuevas evidencias apuntan a que, en el sistema nervioso, las vías de 
reparación de HR y NHEJ podrían actuar de manera selectiva en diferentes etapas 
del desarrollo neural asegurando la supervivencia de las diferentes poblaciones 
celulares.  
En conjunto, todas estas observaciones demuestran que, en diferentes etapas del 
desarrollo temprano del sistema nervioso, se producen roturas en la doble hebra del 
DNA de forma natural. Si éstas no son reparadas adecuadamente por los sistemas 
enzimáticos especializados, las células entran en un programa de muerte celular 
(Fig.1.9).  
1.5 Presencia de endonucleasas en el sistema nervioso central. 
El proceso de recombinación somática en el sistema inmune comienza cuando las 
endonucleasas específicas RAG-1 y RAG-2 provocan roturas en la doble cadena 
del DNA en regiones adyacentes a los segmentos V, D y J de los genes de las 
inmunoglobulinas. Dichas regiones, consistentes en secuencias consenso formadas 
por un heptámero y un nonámero, rico en timidinas (T), separados entre si 12 ó 23 
pares de bases (pb), se denominan secuencias señal de la recombinación y son 
reconocidas por el heterodímero RAG-1/2 (Aoki et al., 1991; Gladdy et al., 2003). 
RAG-1 y RAG-2 se expresan abundantemente en tejidos linfoides y son 
consideradas las recombinasas específicas de los genes de inmunoglobulinas. Sin 
embargo, desde que se caracterizó por primera vez su función, algunos autores han  
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Fig.1.9- Representación esquemática de la incidencia de la muerte celular en el sistema 
nervioso en desarrollo y su relación con los sistemas de reparación del DNA. Se muestran, por 
un lado, las moléculas que promueven la supervivencia neuronal en las diferentes etapas del 
desarrollo temprano, cuyo defecto (indicado con una flecha tachada con un aspa) dispara los procesos 
de muerte celular programada. Por otro lado, las moléculas relacionadas con la apoptosis también se 
indican en la figura. Las proteínas de reparación y su implicación en la supervivencia neuronal se 
destacan en rojo. Modificado a partir de Boya and de la Rosa, 2005; Orii et al.,  2006.     
 
descrito su presencia en tejidos no linfoides, entre ellos el sistema nervioso. 
El mRNA de RAG-1 se expresa en niveles bajos en el cerebro del ratón en etapas 
de desarrollo embrionario y postnatal, así como en el cerebro adulto. También se ha 
descrito la presencia de este mensajero en el sistema nervioso de anfibios y peces. 
En concreto, en el pez cebra, tanto RAG-1 como RAG-2 se expresan en una 
subpoblación de neuronas olfativas. Sin embargo, ninguno de estos sistemas 
presenta niveles detectables de proteína. La expresión de RAG-2 en el sistema 
nervioso central del ratón, in vivo, no está clara. Si bien mediante análisis de RT-
PCR, Chun y colaboradores detectaron la presencia de un mRNA correspondiente 
a RAG-2, este parecía ser distinto en tamaño al encontrado en tejidos linfoides. 
Desde entonces se ha descartado que RAG-2 ejerza, en el sistema nervioso, una 
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función similar a la recombinación somática. Estas evidencias apuntan a una 
posible función de RAG-1, con independencia de la presencia de RAG-2, distinta a 
la recombinación somática en el sistema nervioso, al menos en el caso del ratón. 
Tampoco se ha encontrado ninguna secuencia señal para el inicio de la 
recombinación en genes neurales. (Chun et al., 1991; Aoki et al., 1991; Frippiat et 
al., 2001; Feng et al., 2005). 
Por otra parte, el fenómeno de la transposición consiste en la integración de 
elementos móviles del DNA en diferentes regiones del genoma, lo cual implica 
también la generación de roturas en la doble hebra del DNA. Se ha observado que 
las endonucleasas RAG-1 y RAG-2 pueden actuar como transposasas, además de 
cómo recombinasas, dependiendo de la estructura del DNA que utilicen como 
sustrato (Posey et al, 2006).  
La retrotransposición es también fuente de lesiones en el DNA. Este proceso 
implica la transcripción de un mRNA que codifica, al menos, una proteína con 
actividad transcriptasa reversa. Esta convierte su propio mRNA de nuevo en cDNA 
que se inserta en el genoma, generalmente aprovechando regiones donde se ha 
producido una rotura en la doble cadena del DNA. Los retrotransposones de la 
familia LINE-1 son muy abundantes en el DNA de mamíferos, llegando a conformar 
hasta el 20% del genoma. Tienen la característica de generar mRNAs con dos 
marcos de lectura, ORF1 y ORF2, que se traducen en una proteína accesoria que 
permite el transporte del RNA del citoplasma al núcleo (ORF1) y otra, esencial para 
la retrotransposición, con actividad transcriptasa reversa (ORF2). Se ha observado 
que esta última puede ejercer además una actividad endonucleasa y se ha sugerido 
que podría dirigir la inserción de los LINE-1 a regiones concretas del genoma. Esta 
endonucleasa genera lesiones en el DNA, liberando extremos 3´-OH que se utilizan 
como cebadores para la transcripción reversa. Tras la generación del cDNA, éste 
se inserta en la nueva posición del genoma aprovechando que la actividad 
endonuclesa genera roturas de doble cadena. Este fenómeno activa las vías de 
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reparación por NHEJ, de forma similar a lo que ocurre durante la recombinación 
somática. Sin embargo, se ha observado que aún en ausencia de actividad 
endonucleasa, la transcriptasa reversa por si sola es capaz de activar la vía de 
reparación por NHEJ, aprovechando, quizás, roturas de doble cadena generadas al 
azar en el genoma (Morrish et al., 2002).  
La retrotransposición dependiente de LINE-1 ocurre en células de la línea germinal 
in vivo, durante la embriogénesis temprana. Sin embargo, este fenómeno sólo se ha 
detectado en células somáticas in vitro o en animales transgénicos en los que se 
insertan secuencias de LINE-1 bajo su propio promotor endógeno. En células 
madre neurales derivadas del hipocampo de ratas adultas, la inserción de un LINE-
1 humano es capaz de promover la expresión de genes neurales, inducir la 
diferenciación y determinar el destino celular. Así pues, la retrotransposición podría 
ser una alternativa a la recombinación somática para generar variabilidad génica en 
células del sistema nervioso central (Muotri et al., 2005).   
1.6 Hipótesis de trabajo. 
Con estos antecedentes nos planteamos la siguiente hipótesis: la muerte neural 
temprana es consecuencia de la generación de roturas en la doble hebra del DNA. 
La generación y la reparación de roturas de doble hebra son fuente de 
modificaciones en el material genético que subyacen a los procesos de 
neurogénesis y diferenciación en el sistema nervioso de los vertebrados. 
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2. Objetivos. 
El objetivo global de este proyecto de Tesis Doctoral ha sido avanzar en la 
comprensión del significado funcional de la muerte celular programada que tiene 
lugar en las etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso, afectando a los 
procesos de proliferación, neurogénesis y diferenciación neuronal. Más 
concretamente, se ha buscado demostrar la implicación de diversas moléculas que 
participan en la generación y en la reparación de roturas en la doble hebra del DNA 
en la regulación de la muerte celular, la neurogénesis y la diferenciación neuronal 
en etapas tempranas del desarrollo de la retina de ratón. Este objetivo global se 
desglosó en los siguientes objetivos concretos: 
 
2.1 Caracterización in vivo de los patrones de muerte y diferenciación, así como de 
la relación de ambos con la activación de moléculas implicadas en la reparación del 
DNA, en distintos estadios del desarrollo de la retina neural de ratón. 
 
2.2 Caracterización in vitro de la función de distinas quinasas reguladoras de los 
procesos de reparación del DNA en la retina embrionaria de ratón. 
 
2.3 Caracterización in vivo de la posible función de una proteína de reparación, la 
DNA polimerasa μ, en el desarrollo temprano de la retina de ratón. 
 
2.4 Caracterización in vivo de la posible función de la endonucleasa RAG-2 en el 
desarrollo temprano de la retina de ratón.     
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3. Materiales y métodos. 
3.1 Animales de experimentación y obtención de tejidos. 
Los ratones silvestres utilizados en este estudio fueron de la estirpe C57Bl/6J y 
C57Bl/10JCrl procedentes de Charles River Laboratories (Wilmington, MA, EE.UU). 
Los ratones mutantes C57Bl/6Jpolμ-/- fueron generados por los Drs. Luis Blanco 
(Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa”, UAM-CSIC) y Antonio Bernad 
(Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares, ISCIII). Los ratones 
mutantes C57Bl/10SnJrag2-/- procedentes de Taconic Europe A/S (Bomholt, 
Dinamarca), fueron cedidos por el Dr. José Alberto García Sanz. 
Los animales fueron mantenidos en el Centro de Investigaciones Biológicas o en el 
Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa”, siguiendo la normativa vigente en la 
Unión Europea. Se mantuvieron en ciclos de 12:12 horas de luz y oscuridad, a una 
temperatura de 20oC, comida y bebida ad libitum. 
Se realizaron experimentos puntuales utilizando embriones de pollo. Se utilizaron 
huevos fertilizados de gallinas White Leghorn (granja Rodríguez Serrano, Alba de 
Tormes, Salamanca). Los embriones se desarrollaron en un incubador humidificado 
y con giro automático, a 38oC durante cuatro días.  
El tejido principal de trabajo fue la retina neural. En el caso del ratón, se extrajo el 
tejido de embriones de estadios comprendidos entre E12,5 y E18,5. Para la 
determinación del estadio embrionario, se consideró la mañana en la que se 
encuentra el tapón vaginal como E0,5. Las hembras preñadas fueron sacrificadas 
por dislocación cervical y los embriones se extrajeron por cesárea. Los embriones 
fueron decapitados y, bajo la lupa y con la ayuda de unas pinzas finas, se disecaron 
las retinas limpiándolas del epitelio pigmentario, el cristalino, los vasos y otros 
elementos del ojo. Para el estudio de la retina postnatal (P2 y retina adulta) los 
animales se sacrificaron por dislocación y decapitación, y se realizó la extracción de 
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la retina de la misma forma que en el caso de los embriones. La extracción de la 
retina neural de los embriones de pollo se realizó tras 4 días de incubación de los 
huevos fertilizados (estadio de desarrollo E4). Tras abrir una ventana en los huevos, 
se extrajeron los embriones, se decapitaron y se realizó la extracción de la retina 
neural de forma similar a la arriba mencionada. 
Eventualmente se realizó la extracción de otros tejidos tanto de embriones como de 
animales postnatales.  
Todos los experimentos se realizaron siguiendo la normativa vigente en la Unión 
Europea.  
3.2 Detección e identificación de RNA mensajero. 
3.2.1 Aislamiento de RNA. 
El RNA total se extrajo de retinas, músculo, timo y bazo. El tejido se congeló 
inmediatamente en nieve carbónica y se procedió a su homogeneización en Trizol 
(Invitrogen, Carlsbad, Ca, EE.UU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
El RNA se resuspendió en agua libre de RNasas y su integridad fue verificada por 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) con bromuro de etidio. Su 
concentración se midió por absorbancia a 260 nm. 
3.2.2 Reacciones de transcripción reversa (“RT”). 
Para las reacciones de RT-PCR se partió de 2,5 a 5 μg de RNA total, previamente 
tratado con DNasaI (Invitrogen) para eliminar posibles restos de DNA genómico. La 
reacción se realizó con el cebador Oligo (dT)18-20 (Invitrogen) y la enzima 
Superscript III (Invitrogen), todo de acuerdo con las instrucciones del fabricante.  
3.2.3 Reacción de PCR convencional. 
Los cebadores (Invitrogen) utilizados en cada experimento se encuentran referidos 
en la Tabla 3.I. Generalmente las reacciones de amplificación se realizaron con 1 ó 
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2 μl del producto de la RT en un volumen final de 25 μl. La enzima utilizada fue la 
Taq polymerase (Invitrogen). Cuando el producto de PCR iba a ser clonado, se 
utilizó la enzima High Fidelity (Roche Diagnostics Corporation, Manheim, Alemania) 
para minimizar errores introducidos por otras polimerasas y por su mayor 
rendimiento. Las reacciones se llevaron a cabo típicamente bajo las siguientes 
condiciones: 94oC, 1 minuto; 35-38 ciclos de 30 segundos a 94oC, 30 segundos a 
58oC y 30 segundos a 72oC (2 minutos para la identificación de la región codificante 
de RAG-2). En todos los experimentos se realizó una reacción de elongación final a 
72oC durante 10 minutos. Para la detección del cDNA de GAPDH y S16 se 
realizaron 20-25 ciclos de amplificación. Los resultados de la amplificación se 
visualizaron en geles de agarosa del 1-2% (p/v) con bromuro de etidio, en función 
del tamaño del producto. Adicionalmente se verificó la identidad  de  cada  producto 
 
Tabla 3.I- Tablas de los cebadores utilizados. En la tabla se especifica si el cebador reconoce la 
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mediante reacciones de secuenciación llevadas a cabo en el servicio de 
secuenciación del Centro de Investigaciones Biológicas. 
3.2.4 Reacción de PCR a tiempo real. 
Los principios de la reacción de PCR a tiempo real han sido detallados por Bustin 
(Bustin, 2000 y 2002). Para la detección de los productos de amplificación se utilizó 
el agente intercalante SyBr-Green® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU), 
que emite fluorescencia sólo cuando se encuentra unido al DNA de doble hebra. La 
fluorescencia emitida es detectada en cada ciclo durante la elongación de los 
productos, de forma que al finalizar la reacción se obtiene la representación del 
incremento de fluorescencia por ciclo de amplificación. Para las reacciones de PCR 
a tiempo real se utilizó 1 μl de una dilución 1/10 del producto de la RT, que se llevó 
a un volumen final de 25 μl con la mezcla Master Mix (Applied Biosystems). Puesto 
que cada reacción de amplificación tiene una cinética diferente, se determinaron los 
niveles de los cDNAs de Pol β (cebadores C32-C33) Pol λ (cebadores C34-C35) y 
Pol μ (cebadores C36-C37) en retina mediante la interpolación en una recta patrón. 
Para la recta patrón se realizaron diluciones seriadas (en el rango 1/1 a 1/1.000) del 
cDNA total de timo de ratones de P15. Como control de la eficiencia de la reacción 
se amplificó el cDNA de la proteína ribosomal S16 (cebadores C40-C41) en cada 
muestra, utilizando en este caso una dilución 1/100 del producto de RT. Asimismo 
se empleo este producto de PCR como gen normalizador. 
Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo con el aparato ABI Prism 7700 y 
el análisis de los datos se realizó con el programa ABI Prism Sequence Detection 
System (ambos de Applied Biosystems).  
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3.2.5 Hibridación in situ. 
3.2.5.1 Obtención del plásmido para la transcripción in vitro. 
Tras la amplificación del fragmento de la DNA polimerasa μ (cebadores C17-C19) 
por RT-PCR convencional, se utilizaron 2 μl del producto para la inserción del 
mismo en el vector pCRII-TOPO (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Las características del vector se detallan en la Fig. 3.1. 
Posteriormente se utilizaron 2 μl del producto de la ligación para la transformación 
de bacterias competentes Top10 (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. 
Se sembraron 50 μl de bacterias en placas de LB-Agar, ampicilina 0,1 mg/ml y X-




Fig. 3.1- Esquema del vector de clonaje PCRII-TOPO. Se muestran los sitios de corte de enzimas 
de restricción, la región en la que se insertan los productos de PCR y la localización de los promotores 
sp6 y T7 (reproducido del manual de Invitrogen). 
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Las bacterias trasformadas con el plásmido, que contiene el gen de resistencia a 
ampicilina, crecieron formando colonias blancas aisladas, algunas de las cuales se 
seleccionaron para su expansión en 100 ml de LB líquido con ampicilina 0,1 mg/ml.  
16 horas. Se comprobó, mediante geles de agarosa 0,8 (p/v) con bromuro de etidio, 
que las enzimas habían cortado el plásmido de forma específica.  
3.2.5.2 Purificación del plásmido por el protocolo de MIDIPREP. 
Para la extracción del plásmido se siguió el protocolo de MIDIPREP utilizando las 
columnas y los reactivos del kit Qiagen Plasmid Midi/Maxi Kit (Qiagen GMBH, 
Hilden, Alemania). Se comprobó la identidad de los insertos y su orientación en el 
plásmido mediante secuenciación, lo cual permitió la selección de los insertos 
adecuados para la generación de las ribosondas.  
3.2.5.3 Linearización, extracción y precipitación del plásmido. 
Para linearizar el plásmido se utilizaron, en todos los casos, las enzimas de 
restricción BamHI y EcoRV (ambas de Roche) para las sondas “sentido” y 
“antisentido” respectivamente. Se digirieron 10 μg de plásmido con 100 U de 
enzima en un volumen final de 100 μl con el tampón de reacción correspondiente a 
37oC durante no más de 16 horas. La extracción se llevó a cabo mediante adición 
de 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (24:24:1). Tras la 
centrifugación de la mezcla a 20.000 x g a temperatura ambiente durante 2 minutos, 
se recogió la fase acuosa superior, donde se encontraba el plásmido. Se realizó 
una segunda extracción en presencia de 1 volumen de cloroformo:alcohol 
isoamílico (1:1) y tras la centrifugación se procedió al precipitado del plásmido 
linearizado. 
La precipitación se realizó añadiendo 2,5 volúmenes de etanol absoluto frío y 0,1 
volúmenes de acetato sódico 3M, pH 5,2 durante al menos 1 hora a -20ºC. Después 
se centrifugó a 20.000 x g a 4ºC durante 20 minutos y se lavó el precipitado dos 
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veces con etanol al 70%. Se dejó secar el precipitado y se resuspendió en 50 μl de 
agua estéril. 
3.2.5.4 Generación de la ribosonda marcada con digoxigenina. 
Se realizó la mezcla para la transcripción in vitro con 1 μg de plásmido, 2 μl de 
nucleótidos, uno de ellos marcado con digoxigenina (DIG, Roche), 4 μl del tampón 
de transcripción 5X, 0,5 μl de RNasin 50 U/μl (Promega Corporation, Madison, WI, 
EE.UU) y 1 μl de polimerasa Sp6 (para la sonda “sentido”) o de polimerasa T7 (para 
la sonda “antisentido”). La mezcla se completó con agua libre de RNasas hasta 20 
μl y se incubó a 37oC durante 2 horas. Para parar la reacción de añadieron 1,6 μl de 
EDTA 0,5 M y 16,4 μl de agua libre de RNasas. 
La precipitación de la sonda se llevó a cabo, durante dos horas a -20oC, añadiendo 
2 μl de cloruro de litio 8 M y 120 μl de etanol absoluto frío. Se centrifugó el 
precipitado a 20.000 x g durante 20 minutos a 4ºC y se lavó con etanol frío al 70%. 
Se dejó secar la sonda y se resuspendió en 100 μl de agua libre de RNasas y 
EDTA 10 mM. Para comprobar la calidad de las sondas generadas se fraccionaron 
en geles de agarosa 0,8% (p/v) con bromuro de etidio. 
3.2.5.5 Hibridación in situ en secciones de criostato.  
Las cabezas de los embriones y los embriones enteros se fijaron, durante al menos 
16 horas a 4ºC, en PFA 4% (p/v) en PBS, previamente tratado con DEPC y 
esterilizado. Se lavaron las muestras con PBS tratado con DEPC, se sumergieron 
en OCT Tissue-Tek (Sakura Finetek Europe, B.U., Paises Bajos) y se congelaron 
en nieve carbónica. Las muestras se cortaron al criostato con un grosor de 10 μm, 
se recogieron en portaobjetos cargados positivamente (Fischer Biotech, Pittsburg, 
EE.UU) y se almacenaron a -80oC hasta su utilización. 
Los cortes se refijaron en PFA 4% (p/v) en PBS tratado con DEPC durante 20 
minutos a temperatura ambiente y se lavaron con PBT [PBS-DEPC, Tritón X-100 
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0,1% (v/v)]. A continuación se deshidrataron las secciones pasándolas por una 
serie de soluciones de metanol en PBT a concentraciones crecientes (25%, 50%, 
75%, todas ellas v/v) durante 5 minutos cada una y se lavaron dos veces con 
metanol 100%. La rehidratación de las muestras se realizó con las mismas 
soluciones de metanol en sentido inverso y se lavaron dos veces con PBT. 
Para eliminar la actividad peroxidasa endógena de las muestras, estas se trataron 
con H2O2 1% (v/v) durante 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se 
lavaron las secciones con PBT. 
Para mejorar su permeación se trataron las secciones con proteinasa K 10 μg/ml 
(Promega) durante 15 minutos a temperatura ambiente y se lavaron con PBT tras la 
reacción. Posteriormente se refijaron las muestras con PFA 4% (p/v) en PBT 
durante 20 minutos a temperatura ambiente y se volvieron a lavar con PBT. 
Se preincubaron las secciones con tampón de hibridación durante 5 minutos a 50-
55ºC. El tampón contenía una mezcla de formamida 50% (v/v) (Sigma), SSC 5X, 
Boehringer Blocking Powder 2% (p/v) (Roche), Tritón X-100 0,1% (v/v), heparina 50 
μg/ml (Sigma), t-RNA 1 mg/ml (Sigma), EDTA 5 mM y CHAPS 0,1% (p/v). Mientras 
tanto se calentaron las ribosondas a 70ºC. Transcurrido el tiempo de preincubación 
se incubaron las muestras en el tampón de hibridación en presencia de 1 μg/ml de 
la ribosonda durante al menos 16 horas a 50-55oC. Se lavaron bien las secciones, a 
la temperatura elegida para la hibridación, con SSC 2X y CHAPS 0,1% (p/v) (2 
veces) y posteriormente con SSC 0,2X y CHAPS 0,1% (p/v) (tres veces). Se 
realizaron tres últimos lavados con KTBT01 [Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, 
KCl 10 mM, Tritón X-100 0,1% (v/v)]. 
Para la detección de los nucleótidos marcados con digoxigenina, primero se 
bloquearon las muestras con suero de cabra al 15% (v/v), Boehringer Blocking 
Powder al 0,7% (p/v) y Tritón X-100 al 0,1% (v/v) en KTBT01 durante 2-3 horas a 
4ºC. Posteriormente se incubaron las secciones con una dilución de anticuerpo 
primario anti-DIG 1/1000 en la misma solución de bloqueo durante al menos 16 
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horas a 4ºC. Tras la incubación se lavaron las muestras bien (durante al menos 3 
horas cambiando la solución cada 30 minutos) con KTBT03 [Tris-HCl 50 mM, pH 
7,5, NaCl 150 mM, KCl 10 mM, Tritón X-100 0,3% (v/v)] y posteriormente con NTMT 
[Tris-HCl 100 mM, pH 9,5, MgCl2 50 mM, NaCl 100 mM, Tween 0,1% (v/v), 
levamisol 1 mM (Sigma)]. Se incubaron las secciones en oscuridad con 3 μl de NBT 
(Azul de Nitrotetrazolio) y 2,3 μl de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indosil-fosfato) (ambos 
de Roche) en 1 ml de NTMT. Cuando el desarrollo del color azul típico del 
NBT/BCIP fue óptimo se lavaron las secciones con KTBT03 y se visualizaron en un 
microscopio Axioskop de Zeiss (Oberkochen, Alemania) bajo la luz visible. 
3.2.6 Clonaje de fragmentos de cDNA para su secuenciación. 
Puesto que las reacciones de secuenciación no permiten la identificación de 
algunos nucleótidos iniciales de la secuencia que se pretende analizar, en el caso 
de la región codificante del RNA mensajero de RAG-2 se clonó el producto de RT-
PCR (cebadores C26-C27) en el vector pCRII-TOPO siguiendo el protocolo que se 
indica en el apartado 3.2.5.1. Las colonias seleccionadas se expandieron en 5 ml 
de LB líquido con ampicilina 0,1 mg/ml durante 16 horas a 37ºC. Se tomaron 4 ml 
de las bacterias y se procedió a la extracción del plásmido.  
La extracción del plásmido se realizó siguiendo el protocolo de MINIPREP con el kit 
High Pure Plasmid Purification Kit (Roche) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. La identidad del cDNA insertado se comprobó mediante secuenciación 
utilizando el cebador C42 que reconoce la secuencia del promotor Sp6 del 
plásmido.  
3.3 Técnicas de para la detección de proteínas. 
3.3.1 Inmunodetección de proteínas en células y tejidos. 
Para la detección de proteínas se llevaron a cabo técnicas de inmunotinción en 
células disociadas de la retina, secciones de retina y retinas montadas en plano. 
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Los anticuerpos primarios utilizados y la dilución de trabajo se especifica en la 
Tabla 3.II. 
En todos los casos se incubaron los anticuerpos primarios a 4ºC durante al menos 
16 horas. Tras eliminar los restos de anticuerpo primario con sucesivos lavados con 
PBS, se realizó la incubación con los correspondientes anticuerpos secundarios 
conjugados con los fluoróforos Alexa-488, Alexa-647 y/o Texas-Red (Molecular 
Probes, Invitrogen) a una dilución 1/200 durante 1-2 horas a temperatura ambiente. 
Tras otra serie de lavados con PBS se montaron las muestras con Vectashield 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU), líquido de montaje que contiene 
DAPI (4´,6-diamidino-2-fenilindol diclorohidrato) y permite visualizar todos los 
núcleos. En todos los casos las tinciones se visualizaron y/o fotografiaron en un 
microscopio de fluorescencia Axioskop de Zeiss o un microscopio confocal Leica 
TCS-SP2-A0BS (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania).  
3.3.1.1 Inmunotinción en células disociadas de la retina. 
Las retinas, recién extraídas o tras cultivarlas, se disociaron en 200 μl de una 
solución de Accutase (Sigma), que permite una disociación suave y mantiene las 
membranas plasmáticas intactas. La disociación se llevó a cabo durante un mínimo 
de 5 minutos y un máximo de 10 a 37ºC, pasándolas de vez en cuando a través de 
una pipeta p200. Tras la disociación del tejido se añadieron 200 μl de PFA 8% (p/v) 
en tampón fosfato 0,1 M a pH 7,3 y se dejaron en agitación durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Se centrifugaron las células a 200 x g durante 5 minutos a 
4ºC y se eliminó el sobrenadante para sustituirlo por BSA 30 mg/ml en PBS. Tras 
sucesivos lavados con BSA 30 mg/ml se resuspendieron las células en BSA 3 
mg/ml, EDTA 5 mM y azida sódica 0,1% (p/v) en PBS hasta su uso.  
Alícuotas de 50 µl de células disociadas se centrifugaron en una citocentrífuga 
sobre portaobjetos cubiertos de poli-L-lisina. Los portaobjetos se lavaron con PBS y 
las muestras se bloquearon y permeabilizaron con una solución de suero normal de 
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cabra 15% (v/v) y Tritón X-100 0,2% (v/v) en PBS durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Los anticuerpos primarios se disolvieron en la misma solución de bloqueo 
para su incubación.  
Para la detección del antígeno nuclear de células proliferativas (PCNA; Proliferating 
Cell Nuclear Antigen) las células se trataron con metanol 100%, inmediatamente 
tras  la   citocentrifugación,  durante  5   minutos   a   temperatura   ambiente. 
En el caso de la detección de la 5-bromo-2´-deoxiuridina (BrdU) se realizó un 
tratamiento, previo a la incubación con el anticuerpo primario, de apertura de las 
hebras del DNA con HCl 2 N durante 10 minutos a temperatura ambiente seguido 
una neutralización con tampón borato 0,1 M a pH 9,5 durante otros 10 minutos.  
3.3.1.2 Inmunotinción en secciones de retina. 
Se fijaron cabezas enteras de embriones de ratón en PFA 4% (p/v) en tampón 
fosfato 0,1 M y pH 7,3 a 4ºC durante al menos 16 horas, se lavaron y se trataron 
con sacarosa al 30% (p/v) en tampón fosfato 0,1 M a pH 7,3 durante otras 16 horas. 
Se crioprotegieron con Tissue-Tek, se congelaron en nieve carbónica y se 
mantuvieron a -80ºC hasta su procesamiento. Las secciones se realizaron tal y 
como se indica en el apartado 3.2.5.5. 
Para la inmunodetección se descongelaron los portaobjetos y se dejaron secar al 
aire durante 30 minutos. Las muestras se refijaron con PFA 4% (p/v) en tampón 
fosfato 0,1 M, pH 7,3 durante 20 minutos y se lavaron con PBS. Los procesos de 
bloqueo, permeabilización e incubación con los anticuerpos primarios se describen 
en el apartado 3.3.1.  
En el caso de la detección de γH2AX se realizó la refijacción de las secciones con 
una mezcla de etanol:acético en una proporción 95:5. Para la tinción con el 
anticuerpo Brn3a se refijaron las muestras con metanol al 100% durante 5 minutos 
a temperatura ambiente. 
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Tabla 3.II- Anticuerpos utilizados para la detección de proteínas por las técnicas de 
inmunotinción e inmunodetección en membrana. En la tabla se especifica tanto el nombre del 
anticuerpo, como la especie de la que fueron extraidos y la dilución de trabajo empleada en las 
diferentes técnicas. IF, técnica de inmunotinción o inmunofluorescencia; WB, técnica de 
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3.3.1.3 Inmunotinción en retinas montadas en plano 
La retina neural entera, disecada del resto de los elementos del ojo, se montó bajo 
la lupa sobre una membrana de nitrocelulosa negra (Sartorius, Göttingen, 
Alemania) para mejor contraste durante la manipulación. En todos los casos se 
colocó la capa de células ganglionares hacia arriba con ayuda de unas pinzas de 
disección. Las retinas se fijaron en PFA 4% (p/v) en tampón fosfato 0,1 M a pH 7,3 
durante al menos 16 horas a 4ºC. Tras sucesivos lavados con PBS, se realizó un 
último lavado con BSA 3 mg/ml en PBS y se permeabilizaron las retinas con Tritón 
X-100 al 1% (v/v) en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente (cambiando la 
solución cada 30 minutos). Las retinas se bloquearon con BGT [BSA 3 mg/ml, 
Glicina 100 mM, Tritón X-100 0,25% (p/v) en PBS] durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Por último, se diluyeron los correspondientes anticuerpos primarios en la 
solución de bloqueo para proceder a su incubación. 
Para la inmunodetección de Islet1/2 se calentaron las retinas en el microondas a 
baja potencia durante no más de 5 minutos con una solución de tampón citrato 0,1 
M a pH 6 con el fin de mejorar la exposición del epítopo. Es importante que el 
tampón citrato no hierva. Para la incubación del anticuerpo anti-γH2AX se fijaron las 
retinas con una mezcla de etanol:acético en una proporción 95:5 en lugar de 
emplear PFA 4%.  
3.3.2. Inmunodetección de proteínas en membrana (“Western blot”). 
Las retinas, recién extraídas o tras cultivarlas, se homogeneizaron, con ayuda de 
una pipeta p200, en 15 µl de un tampón de lisis de composición Tris-HCl 50 mM, 
pH 6,8, glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), inhibidores de proteasas (1 pastilla por 
cada 10 ml de tampón, Roche) e inhibidores de fosfatasas [ortovanadato sódico 1 
mM, fluoruro sódico 1 mM, pirofosfato sódico 5 mM]. Los homogeneizados se 
mantuvieron 20 minutos en hielo, se les añadió un tampón de carga que contenía 
DTT 10 mM y azul de bromofenol 0,005% (p/v), y se calentaron a 95ºC para facilitar 
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la desnaturalización de las proteínas. Generalmente no hizo falta cuantificar la 
cantidad de proteína total puesto que se utilizaron extractos proteicos de retinas 
experimentales individuales de la misma edad de desarrollo. 
Los extractos proteicos se fraccionaron en geles SDS-PAGE al 15% (v/v) de 
poliacrilamida y se transfirieron a membranas de PVDF, previamente activadas con 
metanol 100%, con un sistema de transferencia semi-seca (BioRad, Hemel, 
Hempstead, Hertfordshire, UK). Las membranas se bloquearon con BSA al 3% (p/v) 
en PBS-T [PBS 1X, Tween 0,5% (v/v)] durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 
lavar con PBS-T se procedió a la incubación con los anticuerpos primarios en BSA 
al 2% (p/v) en PBS-T durante al menos 16 horas a 4ºC y en agitación. Tras 
sucesivos lavados con PBS-T las membranas se incubaron durante 1 hora a 
temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa (1/2.000-1/10.000, Pierce, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, Il, 
EE.UU). El revelado de las películas se realizó utilizando el sistema SuperSignal 
West Pico Chemiluminiscent Substrate (Pierce) y exponiéndolas a películas X-Omat 
(Eastman Kodak Company, Rochester, NY, EE.UU). 
Las películas se digitalizaron y las imágenes fueron analizadas utilizando el 
programa GS-800 (BioRad) para su cuantificación, cuando esta fue necesaria. 
3.3.3 Análisis de perfiles proteómicos mediante geles bidimensionales 
y secuenciación por espectrometría de masas (MALDI-TOF). 
El fraccionamiento de proteínas mediante electroforesis bidimensional se llevó a 
cabo en el servicio de proteómica del Centro de Investigaciones Biológicas. 
Básicamente las proteínas provenientes de retinas embrionarias de estadio E15,5 
se homogeneizaron, con la ayuda de una pipeta p200, en 50 μl de un tampón de 
lisis que contenía Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, Tritón X-100 
1% (v/v), deoxicolato sódico 1% (p/v), SDS 0,1% (p/v), inhibidores de proteasas e 
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inhibidores de fosfatasas. Los homogeneizados se mantuvieron en hielo durante 20 
minutos y se clarificaron por centrifugación a 20000 g a 4ºC. 
La cantidad de proteína de los sobrenadantes se determinó con el kit BCA Protein 
Assay (Pierce). Antes de su separación, se precipitaron 25 μg de proteína con el kit 
ReadyPrep™ 2-d Cleanup Kit (Bio-Rad) y se resuspendieron en un tampón que 
contenía urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 2% (p/v), DTT 18,2 mM y azul de 
bromofenol 3 μg/ml. 
Se fraccionaron las proteínas en la primera dimensión en función de su punto 
isoeléctrico. Para ello se utilizaron tiras de gel, previamente hidratadas, de 7 cm y 
que tenían un gradiente lineal de pH de 3 a 10 (Biorad). El fraccionamiento se llevó 
a cabo con 4 rampas de voltaje (250 V durante 15 minutos, 1.000 V durante 1 hora, 
8.000 V durante 1 hora y 500 V hasta el final), hasta superar como mínimo los 
8.000 V.h totales, utilizando el sistema Protean IEF Cell System (Biorad). Al 
finalizar, se incubaron las tiras de gel en un tampón de equilibrio [Tris-acetato 62,72 
mM, pH 7, SDS 0,5 % (p/v), urea 6 M, glicerol 30% (v/v)] que contenía DTT 52 mM, 
durante 15 minutos. Se realizó una segunda incubación en el tampón de equilibrio 
durante otros 15 minutos y en presencia yodoacetamida 130 mM.  
Se fraccionaron las proteínas en la segunda dimensión, en función de su peso 
molecular (rango 10-250 kDa), en un gel continuo de SDS-PAGE al 12% de 
poliacrilamida (Biorad) siguiendo el protocolo estándar. 
Los geles que contenían las proteínas fraccionadas se fijaron durante 1 hora a 
temperatura ambiente y con agitación suave en una solución de metanol 40% (v/v) 
y ácido acético 10% (v/v) en agua. La tinción de las proteínas se realizó durante 1-3 
horas en oscuridad y en presencia del fluoróforo SYPRO®-Ruby (Biorad), de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se lavaron los geles durante una hora y 
en oscuridad en metanol 10% (v/v) y ácido acético 6% (v/v) en agua. Se 
almacenaron a 4ºC lejos de la luz hasta su análisis. 
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Los geles se fotografiaron y la imagen digitalizada se analizó con el programa 
PDQuestTM 2D Analysis 7.4 Software (Biorad). Para la identificación de las 
proteínas tras el análisis éstas se extrajeron de los geles utilizando el aparato 
Proteome Works™ Plus Spot Cutter (Biorad) y se secuenciaron mediante 
espectrometría de masas (MALDI-TOF y MS/MS).  
3.4 Detección de la muerte celular. 
3.4.1 Detección de la muerte por tinción nuclear con DAPI. 
La muerte celular programada cursa con condensación nuclear. El DAPI (contenido 
en el medio de montaje Vectashield) es un agente intercalante del DNA de doble 
hebra que permite visualizar, bajo la luz ultravioleta de un microscopio de 
fluorescencia, los núcleos de las células, incluidos aquellos que se encuentran 
condensados (Fig. 3.2). 
3.4.2 Detección de la muerte por la técnica TUNEL. 
En la técnica de TUNEL (del inglés, TdT-mediated dUTP Nick End Labelling) la 
enzima transferasa terminal (TdT) añade nucleótidos (dUTP) marcados con 
fluoresceína a los extremos 3´-OH libres del DNA, lo que permite detectar la 
fragmentación nuclear que se produce durante la muerte celular programada (Fig. 
3.2). Esta técnica se empleó en células disociadas y retinas montadas en plano 
utilizando el kit DeadEndTM Fluorometric TUNEL System (Promega). Tras el 
tratamiento de las muestras según su naturaleza (ver apartados 3.3.1.1 y 3.3.1.3), 
éstas se lavaron con PBS y se equilibraron en presencia del tampón de reacción 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se preparó la mezcla de reacción 
según las instrucciones del fabricante y se incubaron las muestras durante 1 hora a 
37ºC. Por último, se paró la reacción con SSC 2X durante 15 minutos a temperatura 
ambiente, se lavaron las muestras con PBS y se montaron con Vectashield.  
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Fig. 3.2- Visualización de la muerte celular en células disociadas de retina. Células disociadas 
marcadas con DAPI (A) y mediante la técnica TUNEL (B). Con ambas técnicas se observan la picnosis 
nuclear típica de una célula apoptótica (flecha). Barra 15 µm. 
 
Para las retinas montadas en plano, tras la permeabilización con Tritón X-100 1% 
(v/v) se realizó un tratamiento enzimático adicional en presencia de proteinasa K 20 
μg/ml (Promega) a 37ºC durante 10 minutos. Posteriormente se refijaron las 
muestras con PFA 4% (p/v) durante 20 minutos a temperatura ambiente y se 
lavaron bien con PBS. 
3.5 Incorporación de nucleótidos marcados en células de la retina 
mediante reacciones catalizadas por la DNA polimerasa μ y TdT. 
Para evaluar si en las células de la retina se producen roturas en la doble hebra del 
DNA, tales que la Pol μ es capaz de procesar, pusimos a punto ensayos 
enzimáticos en los que se incorporaron nucleótidos marcados con fluorescencia, 
mediante reacciones catalizadas por la DNA polimerasa μ. En paralelo, siempre se 
llevaron a cabo reacciones control en presencia de la TdT. 
Puesto que tanto la TdT como la Pol μ tienen propiedades catalíticas y estructurales 
similares, y que ambas son capaces de incorporar nucleótidos en los extremos del 
DNA dañados, nos basamos en el protocolo de la técnica de TUNEL detallado en el 
apartado 3.4.2 y en las características de la Pol μ previamente descritas (Juárez et 
al., 2006), para llevar a cabo estos ensayos. La TdT empleada, al igual que la 
mezcla de nucleotidos marcados con fluoresceína (dUTP-FITC) fueron los del kit de 
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Promega. La DNA polimerasa μ purificada fue cedida por los Drs. Raquel Juárez y 
Luis Blanco (Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa”, UAM-CSIC). En 
algunas reacciones se utilizó un único nucleótido (dCTP) conjugado con un 
fluoróforo rojo similar a Cy5 (ATTO) (Jena Bioscience GMBH, Jena, Alemania). 
Para estos ensayos se emplearon retinas de embriones de pollo (E4) montadas en 
plano y células disociadas de la retina de embriones de pollo (E4) y de ratón 
(E14,5). La razón de utilizar retina de embriones de pollo de estadio E4 para estos 
estudios es que, como ya sabíamos de antemano por otros trabajos del laboratorio, 
presentan una mayor densidad de muerte que las retinas embrionarias de ratón. Así 
pues, la fragmentación del DNA es elevada en este tejido, con lo que consideramos 
que nos serviría para optimizar las condiciones de la reacción catalizada por la DNA 
polimerasa μ. 
3.5.1 Optimización de las condiciones de la reacción catalizada por la 
DNA polimerasa μ. 
Las retinas de pollo de estadio E4, recién extraídas, se montaron en plano sobre 
una membrana de nitrocelulosa negra y se trataron como se ha descrito 
anteriormente (ver apartado 3.3.1.3). A continuación se equilibraron en el tampón 
de reacción [cacodilato sódico 200 mM, Tris-HCl 25 mM, pH 6,6, DTT 0,2 mM, BSA 
0,25 mg/ml] durante 30 minutos a temperatura ambiente, bien en presencia de 
CoCl2 2,5 mM o de MnCl2 1 mM, para determinar el cofactor que más favorecía la 
actividad de Pol μ en nuestro sistema (Fig. 3.3). Las reacciones se llevaron a cabo 
durante 1 hora en presencia de TdT 1,7% (volumen de enzima del kit respecto al 
volumen final de la reacción) o de Pol μ, a distintas concentraciones (0,6 μM ó 1,2 
μM), en el tampón de reacción, con uno u otro cofactor, y a 30ºC ó 37ºC. En todos 
los casos se añadieron a la mezcla de reacción la mezcla de nucleótidos 
(Promega), en la que dUTP-FITC tenía una concentración de 50 μM. Las dos 
temperaturas empleadas permitieron seleccionar la que más  favorecía  la  actividad  
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Fig. 3.3- Incorporación de dUTP-FITC en retinas de pollo de estadio embrionario E4 montadas 
en plano, mediante reacciones catalizadas por la Pol μ y la TdT. Las imágenes de microscopía 
confocal son un ejemplo representativo de la capacidad de las enzimas TdT 1,7% (A-D) o Pol μ a 0,6 
μM (E-H) y a 1,2 μM (I-L) de incorporar dUTP-FITC, utilizando diferentes condiciones de reacción 
(presencia de cofactor y temperatura). Barra 75 µm. 
 
de Pol μ (Fig. 3.3). Por último, se pararon las reacciones con SSC 2X durante 15 
minutos a temperatura ambiente, se lavaron las muestras con PBS y se montaron 
con Vectashield. 
3.5.2 Incorporación de distintos nucleótidos marcados en células 
disociadas de la retina. 
Como los ensayos enzimáticos no dieron el resultado esperado en retinas de ratón 
montadas en plano, tras optimizar las condiciones de las reacciones catalizadas por 
Pol μ, éstas se llevaron a cabo en células disociadas. Se disociaron células de 
retinas de pollo (E4) y de ratón (E14,5) y se procesaron como se ha descrito 
previamente (ver apartado 3.3.1.1). Se equilibraron en el tampón de reacción (ver 
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apartado 3.5.1) en presencia de MnCl2 1 mM durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. Se llevaron a cabo las reacciones enzimáticas durante 1 hora a 30ºC, 
dónde tanto TdT 1,7% como Pol μ 1,2 μM se combinaron con los nucleótidos dUTP-
FITC y dCTP-ATTO, ambos a 50 μM (Fig. 3.4). Todas las reacciones se pararon 
con SSC 2X durante 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron las muestras y 
se montaron con Vectashield. 
3.6 Cultivos primarios de retina neural.  
3.6.1 Cultivos primarios de células disociadas de la retina.  
Las retinas neurales se disecaron del resto de los elementos del ojo y se disociaron 
en 0,05% (p/v) de tripsina (Worthingthon Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, 
EE.UU) en PBS-BSA 3 mg/ml durante 10 minutos a 37ºC con la ayuda de una 
pipeta p200. Tras la incubación, se paró la reacción con inhibidor de tripsina 0,1% 
(p/v) y se eliminaron posibles restos de DNA con DNasa I 25 μM durante 1 minuto a 
temperatura ambiente (ambos de Sigma). Las células disociadas se centrifugaron a 
200 x g durante 10 minutos a 10ºC, se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron 
en 500 μl de un medio químicamente definido DMEM/F12 (GibcoBRL, NY, EE.UU) 
suplementado  con   piruvato   sódico   1 mM   (Sigma),  bicarbonato  sódico  22 mM 
 
 
Fig. 3.4- Incorporación de dUTP-FITC y dCTP-ATTO en células disociadas de la retina de 
embriones de ratón de estadio E14,5, mediante reacciones catalizadas por la TdT y la Pol μ. Las 
imágenes de microscopía de fluorescencia son un ejemplo representativo de la capacidad de las 
enzimas TdT 1,7% (A y B) o Pol μ a 1,2 μM (C y D) de incorporar dUTP-FITC (A y C) y dCTP-ATTO (B 
y D), bajo las mismas condiciones de reacción. Barra 15 µm. 
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(Sigma), glutamina 2 mM (GibcoBRL), apotransferrina 103,2 μg/ml (Sigma), 
putrescina 100 μM (Sigma), progesterona 20 nM (Sigma), selenito sódico 30 nM 
(Sigma) y penicilina-estreptomicina 0,5% (v/v) (GibcoBRL). Una alícuota de células 
se diluyó (1:1) en azul de tripano (Sigma) para determinar su viabilidad mediante el 
método de exclusión en una cámara Neubauer. Se sembraron 40000 células/cm2 
en cámaras de cultivo de Permanox® de 2 cm2 (Nalge Nunc Internacional, NY, 
EE.UU) en presencia de 0,8 ml de medio de cultivo y de los factores de crecimiento 
FGF-2 50 ng/ml (Preprotech, Rocky Hill, N.J, EE.UU), heparina 2 μg/ml (Serva, 
Heidelberg, Alemania), laminina 1 μg/ml (Invitrogen) e insulina 10 μg/ml (Sigma). 
Algunas células se recogieron cuando se acababan de adherir al fondo de la 
cámara de cultivo, tomándolas como referencia para el t=0. La mayoría de las 
células se mantuvieron en cultivo durante 18 y 24 horas. En todos los casos, tras 
recogerlas, se fijaron en PFA 4% (p/v) en tampón fosfato 0,1M, pH 7,3 durante 20 
minutos a temperatura ambiente, se lavaron y se guardaron a 4ºC hasta su 
procesamiento. 
3.6.2 Cultivos organotípicos de retina neural de ratón. 
Tras la disección de las retinas neurales, éstas se cultivaron enteras en medio 
químicamente definido, cuyo contenido se detalla en el apartado anterior (apartado 
3.6.1). Se añadió insulina como único factor de crecimiento, esta vez a una 
concentración 100 nM, a menos que se indique lo contrario. Las retinas se 
mantuvieron en cultivo durante 6 horas. Este sistema de cultivo organotípico 
controlado ha demostrado ser muy útil ya que permite reproducir, en la medida de 
lo posible, los procesos celulares que se dan fisiológicamente durante la 
neurogénesis de la retina y modularlos a corto plazo (de la Rosa et al., 1998; Díaz, 
et al., 1999). 
Bajo estas condiciones se llevaron a cabo inhibiciones farmacológicas de las 
quinasas de reparación de la doble hebra del DNA, DNA-PK y ATM/ATR, con los 
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reactivos NU7026 y CGK733 respectivamente (ambos de Calbiochem, Merck 
KGaA, Darmstadt, Alemania), a diferentes dosis en el rango 50 nM-1 μM. Asimismo 
se realizaron inhibiciones farmacológicas con el inhibidor general de caspasas Boc-
D-fmk a 38 μM (Calbiochem). Por último, se indujeron roturas en el DNA con 
etopósido 10 μM, un inhibidor de la topoisomerasa II (Sigma)  
Para cuantificar la proliferación en determinados experimentos, se trataron las 
células con BrdU 5 μM (Sigma). 
Tras los cultivos se procesaron las retinas según las necesidades de los 
experimentos, según se indica en cada caso. 
3.7 Marcajes anterógrado y retrógrado de las células ganglionares de la 
retina. 
Para visualizar las proyecciones de las células ganglionares de la retina se 
realizaron marcajes con DiI sobre material previamente fijado. El DiI es una dialquil 
carbocianina de cadena larga que se utiliza como trazador de células, 
especialmente neuronas, vivas o fijadas. Es altamente lipofílico, de forma que se 
difunde e integra en las membranas de aquellas células que se quiere marcar 
cuando entra en contacto con ellas. El DiI es además un colorante rojo fluorescente, 
con lo que las células marcadas se pueden identificar en un microscopio de 
fluorescencia.  
3.7.1 Marcaje anterógrado del nervio óptico. 
Se expusieron los axones de las células ganglionares (el nervio óptico) eliminando 
la lente y la retina neural (sin retirar el epitelio pigmentario) y se fijaron las cabezas 
o los embriones enteros de estadio E13,5 en PFA 4% (p/v) en tampón fosfato pH 
7,3 durante 24-48 horas a 4ºC. Se lavaron bien las muestras con PBS y se colocó, 
con la ayuda de una pinza de disección, un poco de masa de Neuro Trace ® DiI 
Tissue-Labeling Paste (Molecular Probes, Invitrogen) sobre el nervio óptico 
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asegurándose de que el colorante se encontraba en contacto con el mismo (Fig. 3.5 
A). Se incubaron las muestras en PBS con azida sódica 0,1% (p/v) durante 2 
semanas a 37ºC. Transcurrido el tiempo se cortaron las cabezas manteniendo la 
estructura de los ojos, los nervios ópticos y la zona del quiasma óptico (Fig. 3.5 B) y 
se visualizó la incorporación del trazador con un microscopio de fluorescencia 
Axioskop de Zeiss o se fotografió (Fig. 3.5 C) con un microsopio confocal Leica. 
3.7.2 Marcajes retrógrados desde el geniculado lateral y el tracto óptico 
posterior.  
El marcaje retrógrado desde el geniculado lateral permite visualizar, en la retina, 
aquellas  células   ganglionares  cuyos  axones  han  contactado  con  esta  región  
del cerebro. Asimismo, el marcaje desde el tracto óptico posterior permite 
cuantificar el número de células ganglionares que han proyectado sus axones, tanto 
contralateralmente como ipsilateralmente. Este marcaje se realizó en embriones de 
18,5 días de desarrollo. Tras extraer los embriones y decapitarlos (Fig. 3.6 A) se 
retiró la piel de la cabeza, los huesos del  cráneo  y  las  meninges  para  mejorar  la 
 
 
Fig. 3.5- Marcaje anterógrado de las células ganglionares de la retina y el nervio óptico en 
embriones de estadio E13,5. Tras eliminar la lente y la retina neural se fijaron los embriones (A) y se 
colocó la masa de Neuro Trace ® sobre el nervio óptico dónde indica la flecha. Tras la incubación con 
el trazador se cortaron las cabezas, manteniendo la estructura de los ojos, los nervios ópticos y el 
quiasma (B), y se visualizó su incorporación en un microscopio de fluorescencia (C). La línea 
punteada indica la localización de la línea media, donde se forma el quiasma óptico. QO, Quiasma 
Óptico; NO, Nervio Óptico; OD, Ojo Derecho. La barra en la imagen de microscopía (C) representa 
300 μm. 
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fijación (Fig. 3.6 B). Se fijaron las cabezas en PFA 4% (p/v) en tampón fosfato 0,1M, 
pH 7,3 durante 2 días a 4ºC y se lavaron bien con PBS. Se eliminó el cerebelo, el 
bulbo raquídeo y telencéfalo, y se realizó una incisión profunda para acceder a la 
zona ventral del geniculado o a la zona del tracto óptico posterior (Fig. 3.4 C). En la 
incisión se depositó la masa de Neuro Trace ® y se incubaron las cabezas en PBS 
con azida sódica 0,1% (p/v) durante tres semanas a 37ºC. Transcurrido el tiempo se 
eliminó la lente y se extrajo la neurorretina, separándola del resto de los elementos 
del ojo. Se montaron en plano las muestras y se visualizaron o fotografiaron los 
cuerpos celulares de las células ganglionares marcadas con el trazador (Fig. 3.4 D). 
3.8 Ánalisis de la capacidad visual de los animales de experimentación. 
Para analizar la capacidad visual de los animales sometidos a estudio se llevaron a 
cabo dos tipos de ensayos, ambos realizados en el laboratorio del Dr. Pedro de la 
Villa (Universidad de Alcalá de Henares). Por un lado se efectuaron registros 
electrorretinográficos para evaluar la capacidad de la retina de transmitir la señal 
lumínica desde la capa de fotorreceptores hasta  la  capa  de  células  ganglionares. 
 
 
Fig. 3.6- Marcaje retrógrado de la retina desde el geniculado lateral y el tracto óptico posterior 
en embriones de estadio E18,5. Tras decapitar a los embriones (A) se retiraron la piel, los huesos y 
las meninges y se fijaron las cabezas (B). Se eliminaron el cerebelo, el bulbo raquídeo y el telencéfalo 
y se practicó una incisión profunda en la zona adecuada para marcar el geniculado lateral ventral 
(GLV en C) o el tracto óptico posterior (TOP en C). Se colocó la masa de Neuro Trace ® en la incisión. 
Tras la incubación se extrajeron las neurorretinas, se montaron en plano y se visualizó la 
incorporación de DiI en un microscopio de fluorescencia (D). La imagen de microscopía (D) es un 
ejemplo representativo de la incorporación del colorante en la retina contralateral desde el tracto óptico 
posterior. Barra 300 μm. D, Dorsal; V, Ventral; N, Nasal; T, Temporal. 
 58 
  Materiales y métodos 
Por otro lado se realizaron experimentos de comportamiento visual mediante el test 
optomotor, utilizado para el estudio del reflejo optocinético y que permite evaluar la 
capacidad de las células ganglionares de contactar con el núcleo del tracto óptico 
localizado en el pretecto, cerca del colículo superior (Balkema, 1984; Pinto et al., 
2000; Kandel et al., 2001).  
3.8.1 Electrorretinograma. 
Previo a la realización del registro, los ratones fueron adaptados a la oscuridad 
durante toda la noche. Los ratones se anestesiaron bajo una tenue luz roja con una 
inyección intraperitoneal de ketamina (a razón de 95 mg/kg) y xylazina (a razón de 
5 mg/kg). Las pupilas fueron dilatadas con una gota de tropicamida 1% (Colircusí 
Tropicamida, Alcon Cusí, SA, El Masnou, Barcelona, España). El electrodo de 
registro fue una lente que se colocó sobre el ojo del ratón. El electrodo de 
referencia se colocó en la boca, y el electrodo de tierra en la cola. Los animales 
anestesiados se situaron en una caja de Faraday y se procedió a realizar primero 
todos los experimentos de naturaleza escotópica en absoluta oscuridad. Se 
registraron así las respuestas electrorretinográficas inducidas por flashes de luz de 
baja intensidad producidos por un estimulador Ganzfeld, permitiendo analizar las 
respuestas originadas sólo en bastones (respuesta de bastones), o en conos y 
bastones (respuesta mixta) en adaptación a la oscuridad. La intensidad de los 
estímulos luminosos utilizados se ajustó a valores comprendidos entre los -4 y los -
1,52 log cd·s·m-2. La intensidad de luz fue determinada mediante un fotómetro 
(Mavo Monitor USB) a nivel del ojo. Para cada intensidad de estímulo, se 
promediaron un máximo de 64 respuestas. El intervalo entre estímulos luminosos 
varió dependiendo de la intensidad. Así, para estímulos de baja intensidad (-4 log 
cd·s·m-2) el tiempo entre estímulos se ajustó a 10 segundos y para estímulos de 
elevada intensidad (-1,52 log cd·s·m-2) fue de 60 segundos. Con el fin de registrar 
las respuestas aisladas de cono, se adaptó el animal a condiciones fotópicas (luz 
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de fondo de el registro de 30 Cd·m-2). Bajo estas condiciones, el intervalo entre los 
flashes de luz se fijó en 1 segundo y se utilizaron intensidades comprendidas entre -
1,52 y 2 log cd·s·m-2.  
Las señales eléctricas procedentes de la retina se amplificaron y filtraron entre 0,3 y 
1000 Hz con un amplificador Grass (CP511 AC amplifier, Grass Instruments, 
Quincy, MA). Las señales se digitalizaron (PC-card ADI instruments, CA) y fueron 
almacenados en el ordenador para su posterior análisis.  
3.8.2 Test optomotor. 
La reflejo optocinético de los animales se midió siguiendo procedimientos 
experimentales previamente descritos (Abdeljalil et al., 2005; Lavado et al., 2006). 
Básicamente, los animales se colocaron en el interior de un cilindro transparente de 
material acrílico de 15 cm de diámetro y 15 cm de altura, que se situó en el centro 
de un tambor rotatorio. El tambor, de 33 cm de diámetro y 30 cm de altura, se 
construyó con papel blanco de 12 g/m2 sujeto con alambres de aluminio. En su 
interior se colocaron una banda de color blanco y otra de color negro que ocuparon, 
cada una de ellas, la mitad de la superficie interna del tambor. El giro del tambor, 
con el consiguiente cambio del color de las bandas constituyó el estímulo visual 
para los animales. En todo momento se iluminó el sistema desde arriba con LEDs 
de luz blanca (RS-Amidata, Barcelona, España). El movimiento del tambor se 
controló con un motor eléctrico (LKB, 2115 multiperpex, Izasa, España) que 
permitió variar tanto la velocidad como el sentido del giro. 
Antes de comenzar los experimentos, se permitió que los animales se adaptasen al 
entorno. El reflejo optocinético se midió como el número de movimientos de cabeza 
del animal que coincidieron con el sentido de giro del tambor y el cambio de color 
de las bandas. El movimiento de los animales se registró con una cámara Sony 
CCD AVC D5CE (Sony, Tokio, Japón). Para evitar que los animales se habituasen 
a un mismo sentido de giro, éste se modificó de forma aleatoria. Los experimentos 
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se llevaron cabo a 4 frecuencias espaciales distintas en el intervalo 0,1-0,35 ciclos/o 
(correspondientes a las velocidades angulares del estímulo 0,28, 0,33, 0,5 y 0,66 
ciclos/s). Se analizó el reflejo optocinético de los animales durante 5 minutos a cada 
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4. Resultados. 
4.1 Patrones de muerte y diferenciación, y su relación con la expresión 
de marcadores de reparación del DNA durante el desarrollo temprano 
de la retina neural de ratón. 
Los estudios realizados previamente en nuestro laboratorio se habían centrado en 
la caracterización de la incidencia de la muerte celular programada en diferentes 
etapas del desarrollo de la retina del embrión de pollo, así como en su regulación 
por diferentes factores, tanto en la retina de pollo (E4, E5 y E9) como en la de ratón 
(E15,5 y P2). Para poder relacionar los procesos de neurogénesis y muerte celular 
programada en la retina embrionaria de ratón con la activación de las vías de 
reparación de la doble hebra del DNA, se realizó un análisis de los patrones de 
muerte, diferenciación y expresión de marcadores de roturas en el DNA. Este 
análisis también pretendía establecer las edades de desarrollo más idóneas para 
nuestro estudio. 
4.1.1 Descripción del patrón de muerte. 
Se analizaron los patrones de muerte en la retina neural de ratones silvestres 
C57Bl/6 mediante la técnica TUNEL desde E12,5, la edad más temprana en la que 
es posible aislar rutinariamente la retina neural del resto de los elementos del ojo, 
hasta P2, edad que nos sirvió de control diferencial, dado que corresponde al pico 
de muerte neurotrófica de las células ganglionares. Aunque la incidencia de muerte 
ya estaba descrita a lo largo de todo el desarrollo de la retina de ratón (Pequignot et 
al., 2003), las cuantificaciones se habían realizado en unas pocas secciones de 
retina central. Los resultados obtenidos en el presente estudio, en retinas montadas 
en plano, permitieron cuantificar de forma más precisa las células con fenotipo 
apoptótico en la retina completa y determinar el patrón espacio-temporal de la 
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muerte celular (Fig.4.1). La cuantificación del número de cuerpos apoptóticos y su 
distribución permitieron la construcción de mapas cuantitativos de densidad de 
muerte o isothanas. Las isothanas mostraron un patrón específico centro-periférico 
de distribución de los cuerpos apoptóticos (Fig.4.2) a lo largo de todo el intervalo de 
desarrollo analizado, siendo mayor la incidencia de muerte en torno a la salida del 
nervio óptico en etapas tempranas. Aunque la retina de ratón es bastante simétrica, 
generalmente se encontraron más células apoptóticas en la zona ventral, 
coincidiendo con la región de cierre de la fisura óptica, por lo que consideramos que 
parte de la muerte observada se podía relacionar con procesos morfogenéticos, tal 
y como se ha descrito previamente (revisado en Valenciano et al., 2008). También 
se encontró un número elevado de células muriendo en la región dorso-temporal de 















Fig.4.1- Muerte celular programada en retinas de ratón (C57Bl/6) de estadios tempranos de 
desarrollo. La figura muestra la distribución de los cuerpos apoptóticos (en verde) en retinas de 
edades embrionarias comprendidas entre E12,5 y E15,5. Las retinas directamente aisladas de los 
embriones se montaron en plano y se procesaron para la técnica de TUNEL. Las líneas punteadas 
delimitan la retina neural. Los asteriscos muestran la salida del nervio óptico. D, Dorsal; V, Ventral. 
Barra 200 μm. 
 66 
  Resultados 
 
 
Fig. 4.2- Patrón espacio-temporal de la muerte celular programada a lo largo del desarrollo de la 
retina neural de ratón (C57Bl/6). A partir de las cuantificaciones de la muerte celular en retinas 
montadas en plano se obtuvieron mapas de densidad de muerte en los que quedan representados, 
mediante una escala colorimétrica, la densidad de cuerpos apoptóticos por área (c.a/mm2) de retina a 
lo largo del desarrollo. Cada mapa de densidad representa la media de la densidad de muerte 
encontrada en 5-12 retinas individuales. Los asteriscos muestran la salida del nervio óptico. D, Dorsal; 
V, Ventral; N, Nasal; T, Temporal. Barra 500 μm. 
 
En edades de desarrollo posteriores a E16,5 se observó un descenso de la 
incidencia de la muerte en la zona central de la retina y un aumento en la periferia.   
4.1.2 Descripción del patrón de diferenciación neuronal. 
Dado que la muerte que afecta a la retina neural en E12,5 y etapas anteriores del 
desarrollo parece estar principalmente relacionada con la morfogénesis, analizamos 
la expresión de marcadores de diferenciación neuronal en etapas de desarrollo de 
E12,5 y posteriores para centrarnos así en aquellos procesos de muerte que 
pudieran afectar principalmente a la neurogénesis.  
En primer lugar se analizó la expresión de βIII-tubulina (Fig.4.3), proteína que se 
expresa en el citoesqueleto de los neuroblastos y las neuronas, empleando el 
anticuerpo específico TUJ-1. Esto nos permitió establecer, de forma cualitativa, la 
progresión de la diferenciación y la maduración neuronal en el intervalo estudiado.  
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De forma paralela a lo que ocurría con la muerte celular, la expresión de βIII-
tubulina mostró un patrón centro-periférico, visible tanto en retinas montadas en 
plano (Fig.4.3) como en criosecciones (Fig.4.4 A-C).  
El crecimiento axonal y la fasciculación son indicativos de que las neuronas de 
proyección han iniciado su diferenciación terminal y maduración. La tinción en 
retinas de E12,5 puso de manifiesto que el crecimiento axonal se inicia en la región 
dorsal de la retina (Fig. 4.3 A-B). En E13,5 los fascículos formados por la asociación 
de los axones de las células ganglionares ocupaban ya la práctica totalidad del área 
de la retina (Fig.4.3 C). En edades posteriores se observó la existencia de al menos 























Fig. 4.3- Progresión de la diferenciación y la maduración neuronal en retinas de ratón (C57Bl/6) 
de estadios tempranos de desarrollo. Retinas de estadios embrionarios entre E12,5 y E15,5 se 
montaron en plano y se procesaron para la inmunodetección de βIII-tubulina con el anticuerpo 
específico TUJ-1 (en rojo). Las líneas punteadas delimitan la retina neural. Los asteriscos indican la 
salida del nervio óptico. Se marca la región de la retina donde se distingue la formación de fascículos 
(f), así como los frentes formados por las células ganglionares (1 y 2). D, Dorsal; V, Ventral. Barra 
150μm. 
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Fig. 4.4- Expresión de marcadores de diferenciación y maduración en criosecciones de retina 
de ratón (C57Bl/6). Las imágenes muestran la distribución de células TUJ-1 (A-C, en rojo) y Brn3a 
positivas (D-F, en verde) detectadas mediante técnicas de inmunohistoquímica en criosecciones de 
retinas de estadios entre E12,5 y E15,5. Los asteriscos indican la salida del nervio óptico. c, cristalino; 
v, humor vítreo; nr, neurorretina. N, Nasal; T, Temporal. Barra 150 μm. 
 
Adicionalmente se analizó la progresión de la maduración en secciones de retina 
mediante la detección de Brn3a, un factor de transcripción que se expresa 
específicamente en la población de células ganglionares (Fig.4.4 D-F). Se observó 
un patrón similar al de βIII-tubulina, aunque ligeramente retrasado y restringido a la 
zona más cercana al humor vítreo, región donde las células ganglionares 
comienzan su diferenciación terminal.  
A la vista de estos resultados, se puede afirmar que los procesos de diferenciación 
temprana y de maduración se producen en mayor medida a partir de E12,5, y 
coexisten con el proceso de muerte celular en etapas tempranas del desarrollo de 
la retina embrionaria de ratón.  
Para corroborar estos resultados mediante análisis cuantitativos analizamos la 
expresión de Islet1/2, factores de trascripción que se expresan en las primeras 
estirpes celulares de la retina de ratón (Pak et al., 2004; Elshatory et al., 2007). La 
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cuantificación, en retinas montadas en plano, de las células Islet1/2 positivas 
permitió la construcción de mapas de densidad (Fig.4.5) en los que se verificó el 
patrón centro-periférico de la diferenciación en edades tempranas de desarrollo. Al 
igual que ocurrió con los mapas de densidad de muerte, se puso de manifiesto la 
existencia de una elevada densidad de células diferenciadas en las zonas central y 
dorso-temporal de la retina. En la zona ventral, la cantidad de células Islet1/2 fue 
generalmente menor que en la zona dorsal. Por último, se observó que el frente de 
diferenciación se encontraba espacialmente adelantado respecto al de muerte, ya 
que las regiones de alta densidad de células Islet1/2 positivas se distribuyen más 
periféricamente que las de elevada densidad de células TUNEL positivas.  
 
 
Fig. 4.5- Patrón espacio-temporal de la diferenciación a lo largo del desarrollo temprano de la 
retina neural de ratón (C57Bl/6). La imagen tomada mediante microscopía confocal (A) es una 
representación de las tinciones obtenidas con el anticuerpo Islet1/2 (en blanco) en retinas de E13,5. 
Se observa que el patrón de expresión de estos factores de transcripción es muy similar al que 
presentan las células TUJ-1 positivas (ver Fig. 4.3). A partir de las cuantificaciones de las células 
Islet1/2 positivas en retinas montadas en plano se elaboraron mapas de densidad de diferenciación 
(B), en los que quedan representadas, mediante una escala colorimétrica, las áreas de diversa 
densidad de células diferenciadas (Islet+2/mm2). Cada mapa de densidad representa la media de las 
células diferenciadas encontradas en 6-7 retinas individuales. Los asteriscos muestran la salida del 
nervio óptico. D, Dorsal; V, Ventral; N, Nasal; T, Temporal. Barra 200 μm en A, 500 μm en B.  
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Así pues, aunque existen algunas diferencias entre los patrones de muerte y 
diferenciación, ambos solapan parcialmente. 
4.1.3 Presencia de proteínas implicadas en la reparación de la doble 
hebra del DNA en la retina neural de ratón.  
Para relacionar la expresión de moléculas implicadas en la reparación de la doble 
hebra del DNA con la muerte neural temprana y la diferenciación, se realizó un 
primer abordaje mediante RT-PCR (Fig.4.6). Observamos la presencia del mRNA 
de moléculas que se activan inmediatamente tras un daño en el DNA (p53, ATM y 
H2AX) y de moléculas reparadoras implicadas en la vía de NHEJ (KU70, DNA- PK 
y LigIV) en la retina en todo el intervalo analizado. Esto indica que dicho tejido 
podría responder frente a una lesión en el DNA en todas sus etapas de desarrollo, 
así como en el estado adulto. Como control positivo se analizaron el timo y el de 
bazo (del que no se muestran los resultados) de ratones de P15, obteniéndose el 
mismo resultado para ambos. Quisimos, por otro lado, utilizar como control negativo 
el músculo adulto, pero también observamos la expresión de todos los mRNAs en 
este tejido, salvo el de H2AX, que no fue detectado bajo las condiciones de RT-
PCR utilizadas. 
La presencia del mRNA de proteínas que participan en la reparación del DNA no 
implica necesariamente que estos procesos estén activos en la retina. La mayoría 
de los componentes de las vías de HR y NHEJ se regulan mediante modificaciones 
covalentes del producto proteico, activándose generalmente tras su fosforilación. La 
histona H2AX es fosforilada por quinasas de la familia de las PI3KK en el residuo 
de Ser139 (denominándose entonces γH2AX), lo cual permite estabilizar el DNA en 
la zona  de  la lesión y hacerlo accesible a las diferentes moléculas encargadas de 
repararlo. (Thompson and Limoli, 2002; Chen et al., 2005; Kurose et al., 2005; 
Hurley and Bunz, 2007; Weterings and Chen, 2008).  
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Fig. 4.6- Expresión del mRNA de moléculas implicadas en la reparación de la doble hebra del 
DNA. Visualización en geles teñidos con bromuro de etidio de los productos de la amplificación por 
RT-PCR de los mRNAs de moléculas que se activan inmediatamente tras producirse la lesión en el 
DNA (A) y de moléculas que resuelven el daño principalmente por la vía de NHEJ (B). Las reacciones 
se llevaron a cabo con los tejidos de los estadios embrionarios y postnatales de ratones C57Bl/6 que 
se indican. Los cebadores empleados se especifican en la tabla 3.I. C1-C2 para p53; C5-C6 para 
ATM; C3-C4 para H2AX; C7-C8 para KU70; C9-C10 para DNA-PK; C11-C12 para DNA ligasa IV; C38-
C39 para GAPDH. Se realizaron controles –RT que fueron negativos en todos los casos (en la figura 
sólo se muestran algunos representativos). La figura es un ejemplo representativo de los resultados 
observados en 3 experimentos independientes. 
 
Por lo tanto, analizamos el patrón de activación de H2AX a lo largo del desarrollo de 
la retina neural de ratón in vivo (Fig.4.7) para examinar la posible función fisiológica 
de las vías de reparación del DNA en la neurogénesis temprana.  
La cuantificación de las células γH2AX positivas, detectadas con un anticuerpo 
específico, nos permitió construir, de la misma forma que se había realizado para la 
muerte y la diferenciación, mapas de cuantitativos de densidad (Fig.4.8). De nuevo, 
los mapas mostraron un patrón centro-periférico de activación de H2AX. En este 
caso, sin embargo,  se  encontró  que  las zonas de mayor densidad de células 
γH2AX positivas progresan rápidamente hacia la periferia, sobre todo en el intervalo 
E12,5-E15,5, coincidiendo mejor con los frentes de  diferenciación  que  con  los  de  
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Fig. 4.7- Expresión de γH2AX en retinas de ratón (C57Bl/6) en estadios tempranos del 
desarrollo. La figura muestra la distribución de las células positivas para γH2AX (en verde) en retinas 
montadas en plano de edades embrionarias comprendidas entre E12,5 y E15,5. La línea punteada 
delimita la retina neural. Los asteriscos muestran la salida del nervio óptico. D, Dorsal; V, Ventral. 
Barra 150 μm. 
 
muerte. Para comprobar que las regiones de activación de H2AX coincidían con el 
frente de diferenciación, combinamos técnicas de inmunohistoquímica con los 
anticuerpos anti-γH2AX y TUJ-1 (Fig.4.9). Observamos que, efectivamente, las 
células γH2AX positivas se localizan en los frentes de diferenciación en el intervalo 
E12,5-E15,5, encontrándose raramente inmunorreactividad del anticuerpo anti-
γH2AX fuera de dichas regiones. Así pues, los patrones de activación de H2AX y 
los de diferenciación coinciden espacialmente en etapas tempranas del desarrollo 
de la retina neural de ratón. Esto permite sugerir que la neurogénesis de la retina se 
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Fig. 4.8- Patrón espacio-temporal de la activación de H2AX a lo largo del desarrollo temprano 
de la retina neural de ratón. A partir de las cuantificaciones de las células γH2AX positivas en retinas 
montadas en plano se elaboraron mapas de densidad en los que quedan representadas, mediante 
una escala colorimétrica, las áreas de diversa densidad de células γH2AX (γH2AX/mm2). Cada mapa 
de densidad representa la media de las células positivas encontradas en 4-12 retinas individuales. Los 
asteriscos muestran la salida del nervio óptico. D, Dorsal; V, Ventral; N, Nasal; T, Temporal. Barra 500 
μm.  
 
4.1.4 Estudio de la magnitud de los procesos de muerte, diferenciación 
y reparación del DNA en el desarrollo de la retina neural de ratón. 
Utilizando las mismas cuantificaciones que permitieron la construcción de las 
isothanas, de los mapas de densidad de diferenciación y de los de activación de 
H2AX (Figs 4.2, 4.5 y 4.8), se comparó la incidencia de los tres procesos a lo largo 
del tiempo. Se observó, en primer lugar, que la densidad media de muerte que 
afecta a las células ganglionares en P2 (muerte neurotrófica) es comparable a 
aquella encontrada durante el desarrollo embrionario, salvo en E13,5, donde se 
detectó una baja densidad de cuerpos apoptóticos. Estos resultados demuestran 
que, al menos a nivel cuantitativo, el proceso de muerte celular durante las etapas 
tempranas de la neurogénesis de la retina es tan relevante como el más tardío que 
afecta a las neuronas diferenciadas (Fig. 4.10). 
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Fig. 4.9- Expresión de γH2AX en relación con el frente de diferenciación en retinas de ratón 
(C57Bl/6) de estadio temprano de desarrollo. Se realizaron inmunotinciones con los anticuerpos 
anti-γH2AX y TUJ-1 sobre retinas montadas en plano (A-C) y secciones de retina (D-H) en estadios 
embrionarias tempranos (E12,5-E15,5). Se muestran imágenes representativas de los resultados 
obtenidos en retinas montadas en plano de estadio E15,5 (A-C). Se observó que según progresa el 
desarrollo se produce un avance de la diferenciación neuronal hacia la periferia de la retina en paralelo 
con el avance observado en las células γH2AX positivas, marcadas con flechas (D-F). En los frentes 
de diferenciación se encontraron, tanto células doblemente marcadas con los anticuerpos anti-γH2AX 
y anti-Tuj-1 (d), como células marcadas sólo para γH2AX (s) (G, retina central y H, retina periférica). 
Los asteriscos indican la salida del nervio óptico. D, Dorsal; V, Ventral; N, Nasal; T, Temporal. c; 
cristalino; v, humor vítreo; nr, neurorretina. Barra 150 μm en A-F, 10 μm en G y H.  
 
La expresión de γH2AX indicó una posible activación de los procesos de reparación 
del DNA sobre todo en E12,5, y entre E14,5 y E16,5. Hay que destacar, por otro 
lado, que los patrones de activación de H2AX y de muerte parecen ser paralelos en 
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se disocian, indicando que la muerte neurotrófica que afecta a las células 
ganglionares no cursa con un aumento de la activación de esta proteína implicada 















Fig. 4.10- Patrón temporal de la incidencia de los procesos de muerte y activación de H2AX a lo 
largo del desarrollo de la retina neural de ratón. Las imágenes de microscopía confocal  (A-D) 
muestran los cuerpos apoptóticos encontrados en retinas de estadios E14,5 y P2. Asimismo, se 
muestra la expresión de células γH2AX positivas encontradas en la zona central de retinas de estadios 
que se indican (E-F). Los asteriscos indican la salida del nervio óptico. Los paneles B y D muestran 
una imagen ampliada de la zona central de las retinas, correspondientes a la zonas recuadradas en A 
y C. Barra 300 μm en A y C; 75 μm en el resto. La gráfica (G) muestra las cuantificaciones de los 
cuerpos apoptóticos detectados por la técnica de TUNEL y de las células γH2AX positivas sobre 
retinas montadas en plano de los estadios de desarrollo que se indican. Cada valor representa la 
media ± SEM de 3-13 retinas por punto.  
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Para poder relacionar la muerte celular con la diferenciación temprana, se distinguió 
entre la muerte morfogenética asociada a la fisura óptica y aquella que afectaba a 
la zona dorsal de la retina en E12,5, ya que es en esta región donde se produce en 
mayor medida la diferenciación (ver Fig. 4.5). Esto nos permitió poner de manifiesto 
que la diferenciación, que asciende en E13,5, precede a la muerte celular, que 
cobra importancia en E14,5, dentro del intervalo analizado (Fig. 4.11). Estos 
resultados coinciden con los patrones espaciales, donde los frentes de 
diferenciación también se encontraban adelantados respecto a los de muerte. A 
partir de E13,5 la cantidad de núcleos apoptóticos y de células diferenciadas parece 
estabilizarse como mínimo hasta E15,5. Ambos patrones muestran una relación 
temporal entre los procesos de muerte y diferenciación a partir de E13,5. 
Dado que, a medida que avanza el desarrollo, se produce un engrosamiento de la 




Fig. 4.11- Patrón temporal de la incidencia de los procesos de muerte y diferenciación en 
etapas tempranas del desarrollo de la retina neural de ratón. La gráfica muestra las 
cuantificaciones de los cuerpos apoptóticos detectados por la técnica de TUNEL y de las células 
Islet1/2 positivas sobre retinas montadas en plano de los estadios de desarrollo que se indican. Cada 
valor representa la media ± SEM de 3-13 retinas por punto. Para extrapolar la muerte encontrada en 
E12,5 a los procesos de neurogénesis, se distinguió entre la muerte asociada a la fisura óptica (línea 
punteada verde) y la muerte que afectaba a la zona dorsal de la retina (línea sólida verde), donde se 
produce en mayor medida la diferenciación (ver Fig. 4. 5). 
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en P2 se debiese a un problema de permeación del tejido, de forma que el 
anticuerpo no penetrase en las capas más profundas. Este problema no debiera 
ocurrir en la detección de los niveles de muerte, ya que la mayoría de las células 
positivas para la técnica de TUNEL se localizan en la capa de células ganglionares, 
que queda más accesible al montar las retinas en plano. Para asegurarnos de que 
no estábamos sesgando el número real de células γH2AX positivas, validamos las 
cuantificaciones en células disociadas. 
Se realizaron inmunotinciones con el anticuerpo anti-γH2AX en células disociadas 
de retina de estadios de desarrollo E13,5, E14,5 y P2 (Fig. 4.12) y se determinó el 
porcentaje total de células positivas, así como el porcentaje de células donde 
γH2AX se localizaba en focos nucleares discretos, indicativo de que en regiones 
concretas del genoma se puede haber producido una lesión. En ambos casos, el 
patrón fue similar al encontrado en retinas montadas en plano, con una mayor 
proporción de células inmunorreactivas al anticuerpo en E14,5, si bien las 
diferencias fueron estadísticamente significativas solamente en la expresión focal 
de γH2AX (Fig. 4.12). 
4.1.5 Expresión proteica de quinasas implicadas en la reparación del 
DNA y su relación con la fosforilación de H2AX. 
Se analizó la expresión de DNA-PK y p-ATM (Ser1987 en el ratón), dos de los 
principales componentes de las vías de reparación del DNA y quinasas de H2AX. 
Ambas  quinasas se encontraron mayoritariamente de forma difusa en el núcleo, al 
contrario de lo que ocurría con γH2AX, cuya expresión era focal, en más del 95% 
de los casos. Para correlacionar la activación de H2AX con la presencia de sus 
quinasas en regiones concretas del genoma, se cuantificó la expresión focal de las 
mismas. Sólo en el caso de p-ATM, el patrón pareció coincidir con el de γH2AX, 
aunque el descenso observado e  P2  respecto  a  E14,5  no  fue  estadísticamente  
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Fig. 4.12- Expresión de γH2AX en células disociadas de retina de ratón (C57Bl/6). Células 
disociadas con Accutase, provenientes de retinas de estadio de desarrollo E13,5, E14,5 y P2, se 
procesaron para la detección de γH2AX, de la que se determinó la expresión nuclear total y la 
expresión focal. Cada valor representa la media ± SEM de 11-21 (A) o de 4 (B) preparaciones por 
edad provenientes de individuos de al menos 3 camadas independientes. Se muestra el aumento 
significativo encontrado en E14,5 respecto a E13,5 y P2 (*, p<0,05), así como el descenso en P2 
respecto a E13,5 (#, p<0,05), mediante análisis estadísticos basados en el test de Krustall-Wallis. 
 
significativo. Por el contrario, la expresión focal de DNA-PK aumentó a medida que 
aumentaba el estado de diferenciación de la retina (Fig. 4.13).  
Estos resultados sugieren la implicación de la quinasa ATM en la activación de 
H2AX, si bien, con estos ensayos no se puede atribuir la misma función a DNA-PK 
en todas las edades de desarrollo estudiadas.  
Por otro lado, en algunas células procedentes de retinas de estadio E14,5, 
observamos la colocalización de focos discretos de p-ATM y γH2AX, indicando la 
posibilidad de que realmente se estuvieran activando las vías de reparación del 
DNA en esta etapa del desarrollo. 
Otro de los sustratos de las quinasas ATM/ATR y DNA-PK es p53, que se fosforila 
en el residuo de Ser15 (Ser18 en el ratón) en respuesta a lesiones en el DNA e 
induce la apoptosis de células incapaces de llevar a cabo la reparación. Analizamos 
la expresión de p-p53 en distintos estadios de desarrollo de la retina (Fig. 4.14), 
observando un aumento a medida que avanza el desarrollo, seguido de un 
descenso en la retina adulta. Parece pues, que aunque p53 pudiera estar implicada 
en la muerte inducida por el  daño  al  DNA  durante  el  desarrollo  temprano  de  la  
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disociar las células con Accutase y procesarlas para la inmunodetección de las diferentes proteínas, 
 
 
Fig. 4.13- Localización subcelular de γH2AX, p-ATM y DNA-PK en células disociadas de retina 
de ratón (C57Bl/6) y cuantificación de la expresión focal de las quinasas de reparación. Tras
P Q
 
se observó que todas ellas se encontraban presentes en el núcleo, bien con un patrón difuso, bien 
formando focos nucleares discretos (A-M). Dobles tinciones con anticuerpos específicos mostraron la 
colocalización de focos nucleares de γH2AX y p-ATM en algunas células en el estadio E14,5 (M). 
Como control negativo de la tinción de las proteínas de reparación se emplearon células de retina 
adulta (N y O), en las que no se observó una inmunorreactividad clara con ninguno de los anticuerpos 
(sólo se muestra  γH2AX). En las gráficas (P y Q) se representa la media ± SEM de las 
cuantificaciones en 4 preparaciones por edad provenientes de retinas de individuos de 3 camadas 
independientes. Se muestra el aumento significativo (*, p<0,05) encontrado en E14,5 y P2 respecto a 
E13,5 mediante análisis estadísticos basados en el de Krustall-Wallis. Barra 15 μm en A y C, 30 μm en 
B.   
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Fig. 4.14- Expresión de p53 a lo largo del desarrollo de la retina neural de ratón (C57Bl/6) en 
extractos proteicos. Se extrajo el contenido proteico total de retinas de diferentes estadios. Se 
procesaron 50 μg de proteína para la inmunodetección en membrana de p-p53 (Ser15), p53 total y β-
Los resultados obtenidos hasta el momento nos permitieron establecer una relación 
 
4.2 Regulación in vitro de los procesos de reparación de la doble hebra 
del DNA y sus consecuencias en la neurogénesis temprana de la retina.  
Basándonos en los patrones temporales de expresión de γH2AX y del proceso de 
muerte neural temprana (Fig. 4.10), así como en la localización focal de p-ATM (Fig. 
tubulina. La figura muestra una imagen representativa de los resultados obtenidos en 2 experimentos 
independientes. 
 
retina, su función parece ser más prominente durante el desarrollo postnatal in vivo.  
entre la reparación del DNA, mediada por γH2AX y ATM, y la muerte neural  
temprana. No fue posible obtener datos concluyentes acerca de la implicación real 
de DNA-PK en el desarrollo de la retina de ratón en los estadios analizados. 
Asimismo, aunque la expresión de γH2AX en retinas montadas en plano y 
criosecciones sugería una relación entre la presencia de roturas de doble hebra y la 
diferenciación temprana, estudios adicionales realizados in vivo (de los cuales no se 
muestran los resultados) mostraron que la mayor proporción de células γH2AX y p-
ATM positivas expresaban marcadores de proliferación, tanto en estadios 
tempranos del desarrollo (E13,5 y E14,5) como en P2. Por ello nos planteamos 
modular los sistemas de reparación in vitro para comprobar su relación con la 
neurogénesis de la retina. 
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4.12), se eligió la edad embrionaria de E14,5 para realizar cultivos organotípicos de 
retinas de ratones silvestres C57Bl/6 en los que modular el proceso de reparación 
del DNA y estudiar sus efectos sobre la neurogénesis. 
Comprobamos, en primer lugar, que la neurorretina embrionaria era capaz de 
responder adecuadamente a estímulos genotóxicos. Se cultivaron las retinas en un 
medio definido DMEM/F12 con suplementos N2 (modificados para incluir 100 nM 
insulina como único factor de crecimiento), y en presencia o ausencia de etopósido 
0 nM fue la 
 
10 μM. El etopósido es un inhibidor de la topoisomerasa II que provoca roturas de 
doble cadena en el DNA, induciendo la activación de moléculas de reparación que 
participan tanto en la vía de NHEJ como en la HR (Lundin et al., 2003; Abe et al., 
2008). Tras 6 horas de cultivo, se observó que el etopósido provocaba un aumento 
tanto en los niveles de γH2AX como en los de p53 (Fig.4.15).  
A continuación, se cultivaron las retinas en presencia o ausencia de inhibidores 
farmacológicos específicos de DNA-PK (NU7026) y ATM/ATR (CGK733). Para 
determinar la dosis adecuada de los inhibidores, se realizaron experimentos dosis-
respuesta (en el rango 50 nM-1 μM). Con ambos, la concentración de 20
dosis mínima inhibitoria que nos reportó resultados reproducibles sobre  los  
sustratos  de  ambas quinasas en presencia de insulina. Bajo estas condiciones, la 
inhibición de DNA-PK redujo los niveles de γH2AX un 64% y los de p53 un 69%.
Asimismo, la inhibición de las quinasas ATM/ATR provocó una disminución del 50% 
y el 65% en los niveles de γH2AX y p53 respectivamente (Fig. 4.16).  
 
Fig. 4.15- Activación de H2AX y p53 en presencia 
aron para la 
inmunodetección en membrana de las proteínas 
indicadas. La figura muestra una imagen 
  
de etopósido. Se cultivaron retinas de E14,5 
durante 6 horas en un medio definido con insulina 
100nM y en presencia o ausencia de etopósido 
10μM. Las muestras se proces
 
representativa del resultado obtenido en 3 
experimentos independientes. 
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Fig. 4.16- Efecto de los inhibidores de DNA-PK 026) y ATM/ATR (GCK733) sobre los niveles 
de γ 7026 
o  se 
proces A 
y D) so tes. 












H2AX y p53. Se cultivaron retinas de E14,5 durante 6 horas en presencia o ausencia de NU
CGK733 a la dosis indicada, así como en presencia o ausencia de insulina. Las muestras
aron para la inmunodetección en membrana de γH2AX (A-C) y de p53 (D-E). Las imágenes (
n ejemplos representativos de los resultados obtenidos en 4-5 experimentos independien
áficas (B, C y E), obtenidas mediante la cuantificación por densitometría, representan la me
SEM de los niveles de fosforilación de H2AX (C y D) y de p53 basales (D) observados en 5 
imentos respectivamente. Los valores están representados en unidades arbitrarias (UA). 
Existen evidencias que indican que la histona H2AX no es fosforilada únicamente 
por quinasas implicadas en la reparación del DNA, sino que participa activamente 
en la fragmentación nuclear (picnosis) durante la muerte celular programada, 
siendo en este caso sustrato de quinasas pro-apoptóticas entre las que se 
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un papel dual en ciertos sistemas, por un lado promoviendo la reparación del DNA y 
por el otro la picnosis. De hecho, en ausencia de factores de crecimiento, un fuerte  
Para evaluar el efecto de NU7026 y CGK733 en la supervivencia celular se 
realizaron las inhibiciones farmacológicas en presencia de insulina 100 nM. Los 
niveles de muerte se analizaron mediante la técnica de TUNEL en retinas montadas 
en plano. Como control del experimento, se indujo la muerte celular cultivando las 
retinas en ausencia de factores de crecimiento, condición que aumenta el número 
de células positivas para la técnica de TUNEL en la retina en desarrollo, tanto de 
estímulo  pro-apoptótico  para  la  retina  embrionaria  (Díaz  et  al.,  1999; 
Valenciano et al., 2006; Chavarría et al., 2007), los inhibidores NU7026 y CGK733 
no afectaron los niveles de fosforilación de H2AX (Fig. 4.16 B). Estos resultados 
ponen de manifiesto que en nuestro sistema podrían existir quinasas distintas a 
DNA-PK y ATM/ATR encargadas de fosforilar a H2AX como respuesta a un 
estímulo apoptótico. Sin embargo, el hecho de que en presencia de insulina se 
observase una reducción en los niveles de γH2AX al inhibir las quinasas indica que, 
en estas condiciones relativamente próximas a las fisiológicas (Díaz et al., 1999; 
Valenciano et al., 2006; Chavarría et al., 2007), esta histona está principalmente 
implicada en la reparación del DNA y no en la apoptosis. Estas observaciones 
refuerzan nuestra hipótesis de partida de que en la retina en desarrollo se producen 
roturas endógenas en el DNA que deben ser reparadas por sistemas enzimáticos 
especializados para asegurar la supervivencia celular. 
Una vez determinamos que tanto NU7026 como CGK733 funcionaban de la manera 
esperable en nuestro sistema, analizamos las consecuencias de la inhibición de la 
reparación del DNA sobre diferentes procesos que regulan de la neurogénesis 
temprana de la retina.  
4.2.1 Efecto de la inhibición de DNA-PK y ATM/ATR en la supervivencia 
celular. 
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pollo  como de ratón  (Díaz et al., 1999; Dünker et al., 2005; Valenciano et al., 2006; 
Chavarría et al., 2007). 
rtenecen a la misma familia de quinasas que PI3K. Por ello 
4.18 B y C).  Con todo esto concluimos que el 
Las caspasas son proteínas ejecutoras implicadas en los procesos de muerte 
celular programada durante el desarrollo del sistema nervioso (revisado en Boya 
and de la Rosa 2005). Para determinar si las caspasas estaban implicadas en la 
ejecución de la muerte inducida por la inhibición de los procesos de reparación del 
DNA se cultivaron retinas de E14,5 en presencia de insulina y en presencia o 
Como era esperable, las retinas cultivadas durante 6 horas en ausencia de factores 
presentaron una densidad de núcleos apoptóticos significativamente mayor que las 
retinas cultivadas en presencia de insulina (Fig. 4.17 A, B y F). Asimismo se 
observó que tanto la inhibición de DNA-PK, como la de ATM/ATR, provocaban un 
aumento significativo de la muerte celular, sobre todo en la zona dorsal de la retina 
(Fig 4.17 C, D, E y G), aquella donde se produce en mayor medida la diferenciación 
neuronal (ver Fig. 4.5).  
DNA-PK, ATM y ATR pe
descartamos que el efecto sobre la supervivencia celular se debía a una inhibición 
inespecífica de la vía PI3K-PDK1-Akt por parte de NU7026 y CGK733. Aunque la 
implicación de DNA-PK y ATM en la fosforilación de Akt ha sido descrita 
previamente (Bozulic et al., 2008, Boehme et at, 2008) y en nuestro sistema, la 
exposición de las retinas al etopósido aumentó los niveles de p-Akt (Fig. 4.18 A), los 
inhibidores de DNA-PK y ATM/ATR no modificaron de manera significativa la 
fosforilación de este sustrato (Fig. 
efecto en la supervivencia celular se debía principalmente a la inhibición de la 
reparación del DNA y no a un efecto inespecífico sobre PI3K. 
4.2.2 Mecanismos de ejecución de la muerte celular inducida por la 
inhibición de DNA-PK y ATM/ATR. 
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ausencia de los inhibidores farmacológicos. Tras 6 horas de cultivo se procesaron 
para la inmunodetección de caspasa-3 activa.  
 
 
Fig. 4.17- Efecto de la inhibición de DNA-PK y ATM/ATR en la supervivencia celular. Se 
cultivaron reti is indicada, y 
en presenc el cultivo, las 
retinas se mo  los cuerpos 
apoptóticos s cuerpos 
apoptóticos estran la 
salida de nas 
individual s diferencias 










+ CGK733 ∗ ∗+ Insulina + Vehículo 
A TUNEL 





nas de E14,5 durante 6 horas en ausencia o presencia de insulina a la dos
ia de insulina y de los inhibidores NU7026 y CGK733, ambos a 200 nM. Tras 
ntaron en plano, se procesaron para la técnica de TUNEL y se cuantificaron
 por área (c.a/mm2). Las imágenes de microscopía confocal (A-E) muestran lo
 encontrados en la región dorsal tras los distintos tratamientos. Los asteriscos mu
l nervio óptico. Barra 75 μm. Los valores (F y G) representan la media ± SEM de 4-8 reti
es por grupo, cultivadas en 3 experimentos independientes. Se muestran la
tivas (*, p<0,05; **, p<0,01) encontradas en cada caso al realizar análisis estadí
en el test de Mann-Whitney o de la t de student, en función de los requerimientos de cada p
nalizadas. 
 86 
  Resultados 




C Fig. 4.18- Modificación en los niveles de p-Akt 
tras la inhibición de los mecanismos de 






factores, en las que se observó un aum
caspasa-3 activa, respecto a aquellas 
ig. 4.19 A, B y F), coincidiendo con  
positivas respecto a la condición control (Fig. 4.19 C, D, E y G). Para corroborar la 
implicación de las caspasas en la muerte inducida por la inhibición de DNA-PK y 
100nM y el inhibidor general de caspasas Boc-D-fmk a 38 μM. 
En primer lugar verificamos que Boc-D-fmk, por si solo, era capaz de reducir los 
niveles de caspasa-3 activa al inducir la muerte celular en cultivo en ausencia de 
factores (Fig 4.20 A-B).  
 
doble hebra. Se cultivaron retinas de E14,5 durante 
6 horas bajo las condiciones que se indican. Las 
muestras se procesaron para la inmunodetección en 
membrana de p-Akt (Ser473) y Akt total. Las 
i á (B C) t l lt dimágenes (B y C) representan los resultados obtenidos en 2 experimentos independientes. La gráfica 
(A), obtenida mediante la cuantificación por densitometría, representa la media ± SEM del cociente 
entre los niveles de p-Akt y Akt total obtenidos tras cultivar las retinas en presencia de insulina en 2 
experimentos independientes.   
 
De nuevo, como control positivo, mplearon retinas cultivadas en ausencia de 
ento significativo de células positivas para 
cultivadas en presencia de insulina 100nM 
lo  descrito  previamente (Valenciano et al., (F
2006; Chavarría et al., 2007). Tras el cultivo en presencia de NU7026 y CGK733, 
también se produjo un incremento significativo en el número de células caspasa-3 
ATM/ATR, realizamos las inhibiciones farmacológicas en un medio con insulina 
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Fig. 4.19- Implicación de la caspasa-3 en la ejecución de la muerte inducida por la 
 y ATM/ATR. Se cultivaron retinas de E14,5 durante 6 horas en ausencia o pres
 la dosis indicada, y en presencia de insulina y de los inhibidores NU7026 y CG
ras el cultivo, las retinas se montaron en plano, se procesaron para la inmuno
a-3 activa y se cuantificaron el número de células positivas por área (Caspasa-3activa
e microscopía confocal (A-E) muestran las células positivas para caspasa-
as en la región dorsal tras los distintos tratamientos. El recuadro (B) muestra en deta
n el típico marcaje citoplasmático de la caspasa-3 activa. Los asteriscos muestr
o óptico. Barra 75 μm en A-E, 15 μm en el recuadro en B. Los valores (F y G) repres
 SEM de 7-10 retinas individuales por grupo, cultivadas en 3 experimentos independie
 las diferencias significativas (*, p<0,05; **, p<0,01) encontradas en cada caso al
análisis estadísticos basados en el test de Mann hitney o de la t de student, en función de los 
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A continuación comprobamos que no se observaban diferencias, en el número de 
células TUNEL positivas, en retinas sometidas a la deprivación de factores respecto 
a retinas tratadas con insulina cuando se cultivaban en presencia de Boc-D-fmk 
(Fig. 4.20 C). 
Tras determinar que el inhibidor general de caspasas funcionaba adecuadamente a 
la dosis empleada, se cultivaron las retinas en presencia de NU7026 y CGK733.  
 
 
Fig. 4.20 r NU7026 y 
CGK733 n. NU7026 
y CGK plano, se 
procesaron L (C-D). Las 
imágenes d ontrados 
en la reg el nervio 
óptico. Barr etinas 
individual  diferencias 
significa hitney o 








- FC - FC 
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- Efecto de la inhibición de las caspasas sobre la muerte celular inducida po
. Se cultivaron retinas de E14,5 durante 6 horas bajo las condiciones que se indica
733 se emplearon a la dosis de 200nM. Tras el cultivo, las retinas se montaron en 
 para la inmunodetección de caspasa-3 activa (A-B) o para la técnica de TUNE
e microscopía confocal (A-B) muestran las células positivas para caspasa-3a enc
ión dorsal tras los tratamientos que se indican. Los asteriscos muestran la salida d
a 75 μm en A y B. Los valores (F y G) representan la media ± SEM de 7-10 r
es por grupo, cultivadas en 3 experimentos independientes. No se encontraron
tivas, en ningún caso, al realizar análisis estadísticos basados en el test de Mann-W
ent, en función de los requerimientos de cada población de muestras analizadas. 
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Los inhibidores no fueron capaces de aumentar el número de células TUNEL 
positivas en presencia de Boc-D-fmk respecto a la condición control (Fig. 4.20 D).  
Con todo esto podemos asegurar que la muerte provocada por la inhibición de las 
quinasas DNA-PK y ATM/ATR es dependiente de las caspasas. La caspasa-3 
participa, al menos en parte, en este proceso. 
4.2.3 Efecto de la inhibición de DNA-PK y ATM/ATR en la proliferación y 
la diferenciación. 
 
relacionados con la neurogénesis, tales como la proliferación y la diferenciación. 
Para estudiar esta posibilidad, se realizaron las inhibiciones farmacológicas con 
NU7026 y CGK733, pero creciendo las retinas en presencia de BrdU,  un  análogo 
 y se procesaron para la inmunodetección de marcadores de 
Además de su efecto en la supervivencia celular, las proteínas responsables de la
reparación del DNA podrían estar implicadas en otros procesos celulares 
de la timidina, para medir la tasa de proliferación de las células. Tras el cultivo, las 
células se disociaron
proliferación y diferenciación (Fig. 4.21). No se encontraron diferencias en el 
porcentaje de células que habían incorporado BrdU a lo largo de cultivo, ni tampoco 
en el porcentaje de células PCNA positivas, un marcador de células en ciclo celular. 
Así pues, la inhibición de las quinasas de reparación no parece afectar a la 
proliferación. Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias significativas en el 
porcentaje de células doblemente marcadas para BrdU y TUJ-1, aunque se observó 
una clara tendencia a la baja en el porcentaje de esta población en presencia de 
CGK733. Por tanto, la salida de ciclo y la generación de nuevas neuronas no se 
encuentran especialmente alteradas por la presencia de los inhibidores. Por el 
contrario, la población de neuronas TUJ-1 positivas se redujo significativamente tras 
el cultivo debido a la inhibición de DNA-PK y ATM/ATR. 
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A B
 
     
1- Efecto de la inhibición de DNA-PK y ATM/ATR en la proliferación y la diferenc
aron retinas de E14,5 durante 6 horas en presencia de insulina 100 nM y en pres
 de NU7026 y CGK733, ambos a 200 nM. Tras el cultivo, las retinas disociaron con 
esaron para la inmunodetección de BrdU, PCNA y TUJ-1. Todas las gráficas repres
 SEM de 4-14 retinas individuales por grupo, cultivadas en 4 experimentos independie
 las diferencias significativas (**, p<0,01) encontradas en la población de neuron
as al realizar análisis estadísticos basados en el test de Mann-Whitney o de la t de stude
n de los requerimientos de cada población de muestras analizadas. 
C D
Fig. 4.2 iación. 
Se cultiv encia o 
ausencia Accutase 
y se proc entan la 
media ± ntes. Se 
muestran as TUJ-1 
positiv nt, en 
funció
 
e la doble hebra del DNA pudiese estar también activa en otras poblaciones 
En conjunto, los resultados obtenidos mediante la inhibición de las quinasas de 
reparación in vitro parecen sugerir, que en la neurorretina de estadio E14,5, DNA-
PK y ATM/ATR se encuentran activas principalmente en la población de neuronas. 
Este hecho apunta a una selectividad de la vía de NHEJ en esta etapa del 
desarrollo. No se puede descartar, sin embargo, que la vía alternativa de reparación 
d
celulares, afectando quizás, a la progresión del ciclo celular. 
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4.3 Estudio de la posible función de la DNA polimerasa µ en el 
desarrollo de la retina.  
La DNA polimerasa µ (Pol µ) pertenece a la familia Pol X de DNA polimerasas. Su 
función es la de procesar los extremos del DNA, tras producirse una rotura de doble 
vía de reparación NHEJ (Mahajan et al., 2002; Bertocci 
et al., 2003; 2006; Davis et al., 2008).  
génesis temprana, analizamos la expresión, 
 (Fig. 4.22). Comprobamos que estas polimerasas se 
expresan en todo el intervalo analizado, incluida la retina adulta. Como control 
positivo se empleó tanto el mRNA de timo como el de bazo (del que no se muestran 
los resultados) de ratones de P15, detectándose expresión de las polimerasa en 
ambos tejidos. Quisimos utilizar como control negativo el músculo adulto, pero 
observamos la expresión de todos los mRNAs en este tejido. Estos resultados 
indican que las polimerasas de la familia Pol X tienen una expresión ubicua a lo 
largo del  desarrollo  y en diferentes tipos celulares en los mamíferos, tal y como se 
ha descrito previamente (Mahajan et al., 2002; Bertocci et al., 2003; 2006; Davis et 
al., 2008). El análisis de la expresión del mRNA mediante RT-PCR a tiempo real 
mostró niveles similares de Pol β, Pol λ y Pol µ a lo largo del desarrollo, por tanto 
estas polimerasas no se regulan a nivel transcripcional en nuestro sistema (no se 
muestran los resultados).  
  
cadena, para que sean compatibles para la religación por parte de DNA ligasa IV. 
Actúa, pues, a través de la 
4.3.1 Análisis de la expresión de la DNA polimerasa μ durante el 
desarrollo de la retina. 
Como primer paso para determinar si Pol µ podría mediar la reparación del DNA en 
la retina y estar implicada en la neuro
mediante RT-PCR, de esta y otras polimerasas de la familia Pol X, en la retina de 
ratón embrionaria y adulta
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Fig. 4.22- Expresión del mRNA de polimerasas de la familia Pol X. Visualización en geles teñidos 
con bromuro de etidio de los productos de la amplificación por RT-PCR de los mRNAs de las 
polimerasas Pol β, Pol λ y Pol µ. Las reacciones se llevaron a cabo con los tejidos y los estadios 
embrionarios y postnatales de ratones C57Bl/6 que se indican. Los cebadores empleados se indican 
en la tabla 3.I. C13-C14 para Pol β; C15-C16 para Pol λ; C17-C18 para Pol µ; C38-C39 para GAPDH. 
Se realizaron controles –RT que fueron negativos en todos los casos y de los que s lgunos se 
embriones completos de E15,5, momento en el que comienza la linfopoyesis en el 
ólo a
muestran en la figura. La figura es un ejemplo representativo de los resultados obtenidos en 3 
experimentos independientes. 
 
A la vista de estos resultados, decidimos analizar la expresión del mRNA de Pol µ 
mediante hibridación in situ, para determinar, al menos, si tenía una mayor 
presencia en algún tipo celular en la retina. Para ello se emplearon criosecciones de 
timo, y cabezas de embriones de E13,5 y E15,5. Se encontró una expresión de Pol 
µ bastante generalizada en todo el embrión, siendo esta más evidente en los 
lóbulos tímicos, el corazón y los ganglios de la raíz dorsal (Fig. 4.23). Sin embargo 
no se pudo distinguir una clara señal positiva en las retinas de estadios E13,5 y 
E15,5 respecto la sonda “sentido”, utilizada como control negativo. Tampoco 
pudimos determinar la expresión proteica de esta polimerasa mediante técnicas de 
inmunohistoquímica en secciones de retina (no se muestran los resultados).  
Como no fuimos capaces de determinar si Pol μ se encontraba activa en algún tipo 
celular concreto de la retina, nos planteamos poner a punto un ensayo enzimático 
que nos permitiese determinar si en la retina en desarrollo se producían roturas de 
doble hebra tales que la DNA polimerasa μ pudiese procesar. 
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 a raíz dorsal (A-B) y uno de los ventrículos del corazón (C-D).
cortes de embrión hibridados con la sonda “sentido” (B y D). El
positivo. Barra 200 μm. 
Fig. 4.23- Localización del mRNA 
de Pol μ en el embrión de ratón 
(C57Bl/6). Imágenes de microscopía 
de cortes histológicos de embrión 
completo de estadio E15,5 tras la 
hibridación in situ para el mRNA de 
 Como control negativo se emplearon 
 timo embrionario (E) sirvió de control 
Pol μ (cebadores (C17-C19). Se 
muestran en detalle los ganglios de 
 de nucleótidos marcados 
mediante la actividad DNA polimerasa μ en células de la retina.  
uárez y Luis Blanco (Centro de Biología Molecular Severo-Ochoa, UAM-CSIC). 
 TUNEL 
(ver apartado 3.5 de la sección “Materiales y Métodos”) para realizar estas 
reacciones enzimáticas. Se llevaron a cabo pequeñas modificaciones en la 
temperatura de la reacción y el cofactor para optimizar el rendimiento de Pol µ. 
Estudios previos (Juárez et al., 2006) habían determinado que Pol µ presenta una 
actividad enzimática óptima in vitro a 30oC y en presencia de Mn(II), frente a los 
37 C, en presencia de Co(II), a los que suele realizarse la reacción de TUNEL con 
TdT.  
Todos estos estudios se llevaron a cabo en colaboración con los Drs. Raquel 
J
Basándonos en el hecho de que TdT y Pol µ tienen propiedades catalíticas y 
estructurales similares, nos planteamos seguir el protocolo de la técnica de
o
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Comprobamos que estas premisas eran ciertas también en la retina completa de 
embrión de pollo y que la TdT tenía capacidad de incorporar nucleótidos bajo 
ambas condiciones (Fig. 4.24. Ver también Fig. 3.3). Como las reacciones 
enzimáticas no dieron los resultados esperables en retinas de ratón montadas en 
plano, éstas se realizaron, a continuación, en células disociadas de retina de 
estadio E14,5, durante 1 hora a 30
o
C y en presencia de Mn(II). Como sustrato se 
emplearon los nucleótidos dUTP y dCTP conjugados con FITC y ATTO (sustituto de 
Cy5) respectivamente. Siempre se llevaron a cabo reacciones control con TdT. Pol 
µ fue capaz de incorporar  nucleótidos marcados, tanto en núcleos con fenotipo 
apoptótico como en núcleos enteros, con la misma capacidad que mostró TdT para 
incorporar dUTP-FITC a ambos tipos celulares (Fig. 4.25. Ver también Fig. 3.4). 
Estos resultados no permiten deducir si Pol µ sería capaz de procesar extremos del 
DNA    dañados    con   características    diferentes    a    los    que    procesa    TdT.   
 
 
Fig. 4.24- Incorporación de dUTP-FITC en la retina de pollo de E4 en reacciones catalizadas por 
TdT o por Pol μ, bajo diferentes condiciones de temperatura y en presencia de distintos 
cofactores. Retinas de pollo de E4 se montaron en plano y se procesaron para la técnica de TUNEL 
con las modificaciones que se indican en la figura. La concentración óptima de la Pol μ purificada fue 
de 1,2 μM. Los asteriscos muestran la salida del nervio óptico. Barra 150 μM. 
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Pol μ (dUTP*) Pol μ (dUTP*) 
Pol μ (dCTP*) 
A B
E14,5 
C D Pol μ (dCTP*) 
 
E 
Fig. 4.25- Incorporación de dUTP-FITC o dCTP-ATTO en reacciones catalizadas por Pol μ o TdT, 
en células disociadas de la retina de ratón (C57Bl/6) de estadio E14,5. Las retinas se disociaron 
con Accutase. Las reacciones enzimáticas se llevaron a cabo durante 1 hora a 30oC en presencia de 
MnCl2 1 mM. La concentración óptima de Pol μ fue de 1,2 μM. En las imágenes de microscopía de 
fluorescencia (A-D) se muestra la incorporación de dUTP-FITC y dCTP-ATTO, por parte de Pol μ, 
tanto en núcleos apoptóticos (marcados con flechas en A y C) como en núcleos no apoptóticos 
(marcados con flechas en B y D). Barra 75 μm. La gráfica (E) representa la media ± SEM de las 
cuantificaciones obtenidas en 3 experimentos independientes. 
 
Por ello, nos planteamos realizar reacciones secuenciales, alternando el orden de 
utilización de las enzimas y de los nucleótidos marcados. Aunque en menos del 1% 
de las células de la retina Pol μ y no TdT incorporó nucleótidos marcados (Fig. 
4.26), los resultados detallados en este apartado permiten sugerir que en la retina 
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de estadio E14,5 se producen roturas de doble hebra que específicamente Pol µ 
podría procesar. Se realizaron los mismos ensayos en células disociadas de retina 
de pollo de E4, obteniendo básicamente los mismos resultados (no se muestran). 
4.3.3 Estudio fenotípico del desarrollo de la retina de ratones 
deficientes en DNA polimerasa μ.  
Para determinar si Pol μ mediaba la reparación del DNA en células de la retina in 
vivo y estaba implicada en la neurogénesis temprana, se analizó el fenotipo de 
ratones mutantes nulos polμ-/-, que fueron cedidos por el Dr. Luis Blanco (Centro 
de Biología Molecular Severo-Ochoa, UAM-CSIC) y el Dr. Antonio Bernad  (Centro 
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares, ISCIII). En todos estos estudios se 
utilizaron animales con bagaje genético C57Bl/6 (ver apartado 3.1 de la sección 





Fig. 4.26- Incorporación de nucleótidos por la actividad específica de Pol μ o de TdT, en células 
disociadas de la retina de ratón (C57Bl/6) de estadio E14,5. Las retinas se disociaron con 
Accutase. Las reacciones enzimáticas se llevaron a cabo durante 1 hora a 30oC en presencia de 
MnCl2 1mM. La concentración óptima de Pol μ fue de 1,2 μM. Se llevó a cabo una primera reacción 
con una de las enzimas en presencia de cualquiera de los dos nucleótidos. Se lavaron las 
preparaciones y se incubaron las muestras con la enzima y el nucleótido distintos a los empleados en 
la primera reacción. Se cuantificaron únicamente las células en las que se había incorporado uno de 
los dos nucleótidos. La gráfica representa la media ± SEM de las cuantificaciones obtenidas en 2 
experimentos independientes.  
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4.3.3.1 Análisis de la expresión de γH2AX en retinas embrionarias de 
ratones deficientes en DNA polimerasa μ.  
Como Pol µ participa en la reparación del DNA, se analizó en primer lugar las 
consecuencias de su ausencia en la activación de la histona H2AX. Se realizó la 
inmunodetección de γH2AX y su cuantificación en retinas montadas en plano de 
embriones mutantes y silvestres, de estadios E13,5-E16,5 (Fig. 4.27 A). La 
ausencia de Pol µ provocó un aumento significativo en el número de células 
positivas por área de retina en el estadio E13,5. Por el contrario, en retinas de 
estadios E14,5 y E15,5 se observó un número de células significativamente menor 
que el encontrado en retinas de ratones silvestres. Adicionalmente, no encontramos 
diferencias en las retinas de estadio E16,5 entre ambos grupos. (Fig. 4.27 A). Para 
determinar si en E13,5 se producía, además del incremento de la densidad de 
núcleos marcados, una acumulación de focos nucleares discretos positivos para 
γH2AX, se realizaron las tinciones en células disociadas. Esto nos permitió 
corroborar el incremento de la activación de H2AX en ausencia de Pol µ observado 
en retinas en plano. No encontramos diferencias significativas en el número 
promedio de focos por célula, si bien observamos que en torno a cada foco nuclear 
principal se reclutaba una mayor cantidad de H2AX fosforilada, sugiriendo que la 
ausencia de Pol µ evita la correcta resolución de las roturas en el DNA, al menos en 
este estadio del desarrollo (Fig. 4.27 B-E). Estas observaciones sugieren que Pol µ 
está implicada en la reparación del DNA en células de la retina in vivo.  
4.3.3.2 Estudio de la muerte celular programada en retinas 
embrionarias de ratones deficientes en DNA polimerasa μ.   
Una vez comprobado que el patrón de activación de H2AX se encontraba alterado 
en los ratones deficientes en Pol µ, analizamos los niveles de muerte en la retina de 
dichos animales. Para ello se utilizó la técnica de  TUNEL  sobre retinas montadas 
en   plano   de   estadios  entre  E13,5  y  E16,5.  Sólo  se  encontró  un  incremento 
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Fig. 4.27- Expresión de γH2AX en la retina de ratones C57Bl/6 silvestres y deficientes en  Pol μ. 
Se analizó la expresión de γH2AX con un anticuerpo específico en retinas montadas en plano de 
ratones silvestres (wt) y mutantes (ko), de estadios entre E13,5 y E16,5 (A) y en células de la retina de 
estadio E13,5, disociadas con Accutase (B-E). Las gráficas (A-C) representan la media ± SEM de 4-11 
muestras provenientes de embriones de 1-3 camadas independientes. Se muestran las diferencias 
significativas (*, p<0,05; **, p<0,01) encontradas en cada caso tras análisis estadísticos basados en 
los tests de Mann-Whitney o de la t de Student, en función de cada población de muestras analizadas. 
Las imágenes de microscopía de fluorescencia (D-E) muestran imágenes representativas de la 
expresión de γH2AX, encontrada en retinas de ratones mutantes y silvestres de estadio E13,5, en 3 
experimentos independientes. Barra 30 µm.   
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significativo en los niveles de muerte en retinas del estadio E13,5 de los ratones 













que se indican. Los asteriscos muestran la lida del nervio óptico. D, Dorsal; V, Ventral. Barra 150 
 SEM de 6-18 muestras provenientes de embriones de 3 a 
camadas independientes. Se muestran las diferencias significativas (*, p<0,05) encontradas tras 
análisis estadísticos basados en los tests de Mann-Whitney o de la t de Student, en función de cada 
población de muestras analizadas. 
D Fig. 4.28- Niveles de muerte en s retinas de 
ratones C57Bl/6 silvestres y deficientes en Pol μ. 
 la
Las retinas aisladas se montaron en plano y se 
procesaron para la técnica de TUNEL (A-B). Se 
cuantificaron los cuerpos apoptóticos por area 
(c.a/mm2) en retinas de ratones silvestres (wt) y 
mutantes (ko) (C). Adicionalmente se realizaron dobles 
marcajes TUJ-1-TUNEL y PCNA-TUNEL en células 
disociadas del estadio que se indica (D). Las imágenes 
de microscopía confocal (A-B) son ejemplos 
representativos de los niveles de muerte encontrados 
en 15-18 retinas individuales de las características que 
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Por otra parte, dobles marcajes realizados en células disociadas de retinas de 
E13,5 no permitieron asignar con significación estadística el incremento de muerte 
a ninguna población celular en concreto, si bien la muerte   que afectaba a células 
proliferativas aumentó de media algo menos de 2 veces, mientras que el 
incremento en la muerte que afectaba a neuronas fue más marcado, cercano a las 
5 veces (Fig. 4.28 D).  
A la vista de los resultados obtenidos, decidimos proseguir el análisis del fenotipo 
sa µ en la proliferación 
olimerasa µ afectaba también a los otros 
 
de la retina de los ratones deficientes en Pol µ de estadio E13,5. Sólo se realizaron 
experimentos puntuales en otras etapas del desarrollo.  
4.3.3.3 Efecto de la ausencia de la DNA polimera
y la diferenciación in vivo e in vitro.  
Para determinar si la ausencia de la DNA p
procesos claves del desarrollo temprano de la retina, tales como la proliferación y la 
diferenciación celulares, se realizaron en primer lugar marcajes inmunocitoquímicos 
en células disociadas de retinas de estadio E13,5 provenientes de ratones mutantes 
y silvestres. Tras cuantificar la proporción de células TUJ-1 y PCNA positivas 
determinamos que no existían diferencias significativas entre los grupos  (Fig. 4.29).  
 
Fig. 4.29- Expresión de marcadores de 
proliferación y diferenciación en retinas de 
ratones C57Bl/6 silvestres y deficientes en Pol 
μ. Retinas de E13,5 con se disociaron Accutase y 
se procesaron para la detección de células 
proliferativas PCNA positivas y neuronas 
postmitóticas TUJ-1 positivas La gráfica 
representa la media ± SEM de 12-14 muestras 
procedentes de 3 camadas independientes. No se 
encontraron diferencias significativas entre los 
genotipos para ninguno de los marcadores.  
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Tampoco se encontraron diferencias en el número de células diferenciadas en 
retinas de estadios de desarrollo poste
resultados). Sin embargo, al realizar la
retinas montadas en plano, observamos 
fasciculación de los axones en ausenc
fenómenos fueron menos evidentes en la
30% de los casos analizados).  
Se realizaron los mismos análisis en una s, de 
estadios E14,5 y E15,5. No pudimos concluir si los defectos observados en la 
fasciculación se mantenían en etapas de desarrollo posteriores a E13,5, debido al 
incremento en la densidad de las fibras según avanza el desarrollo (no se muestran 
los resultados). En cualquier caso, hay un claro fenotipo inicial que parece reflejar 
problemas de crecimiento y navegación axonal.  
 
riores (E14,5-E16,5; no se muestran los 
s tinciones con el anticuerpo TUJ-1 en 
que era frecuente encontrar defectos en la 
ia de Pol µ (Fig. 4.30, Tabla 4.I). Estos 
s retinas de ratones silvestres (menos del 
s pocas retinas, de ambos genotipo
 
Fig. 4.30- Expresión de βIII-tubulina en retinas de ratones C57Bl/6 silvestres y deficientes en Pol 
μ. Se realizó el marcaje con TUJ-1 en retinas montadas en plano, procedentes de animales silvestres 
(wt; A-C) y mutantes (ko; D-F). Las imágenes de microscopía confocal representan el rango de 
afectación (A y D, sin fenotipo; B y E caso mediana; C y F, caso extremo) que presentó la zona dorsal 
de 15-18 retinas individuales de cada genotipo tras teñirlas con el anticuerpo TUJ-1. Los asteriscos 
muestran la salida del nervio óptico. Barra 50 μm.  
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Tabla 4.I- Resumen del fenotipo en fasciculación encontrado en ratones deficientes en Pol μ. Se 
indica el número total de embriones analizados, así como el número y el porcentaje de los animales 
que presentaron fenotipo según un criterio de normalidad. Asimismo se detalla el tipo de defectos 
encontrados tanto en los ratones silvestres como en los mutantes. Nótese que en el caso de los 
ratones mutantes hay 9 casos descritos para 8 embriones. Esto se debe a que en uno de los casos se 





Para determinar si el fenotipo encontrado en los axones de las células ganglionares 
de los ratones mutantes se debía a que la ausencia de la DNA polimerasa μ 
afectaba a mecanismos intrínsecos que regulan el crecimiento axonal, se cultivaron 
progenitores neuronales de retina de estadio E13,5 y se  analizó  el  crecimiento  de 
las neuritas in vitro. Asimismo, se determinaron los niveles de proliferación, 
iferenciación y muerte celular.  
Tras cultivar los progenitores neuronales en un medio definido y en presencia de los 
factores de crecimiento adecuados, se observó una disminución significativa en el 
número de neuronas TUJ-1 positivas, a las 18 horas, en los cultivos de progenitores 
neuronales de ratones mutantes respecto a los de ratones silvestres. Dicha 
reducción coincidió con un aumento significativo de la muerte celular. No se 
encontraron diferencias en los niveles de proliferación entre los grupos (Fig. 4.31). 
simismo, observamos una proporción significativamente menor de células con 




lógico teniendo en cuenta que también se encontró un descenso significativo en el 
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número de neuronas. Sin embargo, la longitud de las neuritas fue la misma en 
neuronas con ambos genotipos (Fig. 4. 32).  
Se obtuvieron resultados similares al cultivar células progenitoras de estadio E14,5 
(no se muestran los resultados).  
     
tinción nuclear con DAPI (C). Las gráficas representan la media ± SEM de 6-13 muestras de 
embriones procedentes de 3-4 camadas independientes. Se muestran las diferencias significativas (*, 
p<0,05; ***, p<0,001) encontradas en casa caso tras realizar análisis estadísticos basados en el test 
de Mann-Whitney o de la t de Student, según los requerimientos de la poblaciones analizadas.  
 
 
Nuestros resultados muestran que la ausencia de la DNA polimerasa μ ralentiza la 
diferenciación y aumenta la susceptibilidad de las células a morir en cultivo. Por el 





Fig. 4.31- Implicación de la ausencia de  Pol μ
tripsina y se cultivaron en un medio definido en 
l, 
heparina 2 μg/ml y laminina 1 μg/ml. Se tomó 
como t=0 del cultivo el momento en el que las 
células se adhirieron al fondo de la cámara. Se 
recogieron las células en los tiempos que se indica 
y se procesaron para el análisis de la proliferación 
(A), la diferenciación (B) y la muerte celular por 
en la proliferación, la diferenciación y la muerte 
celular de los progenitores de la retina de 
estadio E13,5. Se disociaron retinas de E13,5 con 
presencia de insulina 10 μg/ml, FGF-2 50 ng/m
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 se indica y se procesaron para la tinción con e
la t de 





                                                   
l anticuerpo TUJ-1. Se determinó el porcentaje de que
células que habían emitido neuritas, respecto al total (A) y se analizó la longitud de las mismas con el 
software ImageJ (B-C). Las gráficas representan la media ± SEM de 6 cultivos diferentes provenientes 
de muestras de embriones de 3-4 camadas independientes. Se muestran las diferencias significativas 
(*, p<0,05) encontradas en cada caso tras realizar análisis estadísticos basados en el test de 
S
co
Podía ocurrir que los defectos en la fasciculación y la guía de los axones 
observados en las retinas de los  ratones  mutantes  sólo  fuesen  evidentes cuando 
se mantiene la interacción célula-célula. Por ello, decidimos analizar in vivo la 
expresión de proteínas de la familia de las IgCAMs, que participan tanto en el 
crecimiento como en la fasciculación y la guía axonal (Morales et al., 1996; Falk et 
al., 2004; Nguyen-Ba-Charvet  et al.,   2006;   Williams   et al.,   2006;  Maness  and 
Schachner,  2007). Se montaron  en  plano  retinas de estadio E13,5, procedentes 
CFig. 4.32- Implicación de la ausencia 
de Pol μ en la maduración de 
progenitores de la retina de estadio 
E13,5. Se disociaron retinas de E13,5 
con tripsina y se cultivaron en un 
medio definido en presencia de 
insulina 10 μg/ml, FGF-2 50 ng/ml, 
heparina 2 μg/ml y laminina 1 μg/ml. 
Se tomó como t=0 del cultivo el 
momento en el que las células se 
adhirieron al fondo de la cámara. Se 
ogieron las células en los tiempos rec
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de ratones mutantes y silvestres, y se proce
L1CAM y NrCAM. A continuación
fibras positivas para ambos ma
encontraron diferencias significat
mismo estadio embrionario (Fig. 4.
retinas  de  ratones mutantes pre
en la capa de células neuroepitel
en mitosis (Fig. 4.34). Para ver s
saron para la inmunodetección de 
,
rcadores en la zona dorsal de la retina. No se 
ivas entre los ratones mutantes y silvestres del 
33). No obstante,  llamó  la  atención  que  las  
sentaban una tinción citoplasmática para L1CAM 
iales, en concreto en células que se encontraban 
i existía una correlación entre este tipo de marcaje 
fuera de las fibras y un estadio de desarrollo más temprano, se analizó la expresión
  deficientes   en   Pol   μ  de  estadio  E13,5  se  encontró  un  aumento  
estadios E12,5 y E13,5 y se procesaron para la inmunodetección de L1CAM y NrCAM. Se determinó 
ratones silvestres tras análisis estadísticos basados en el test de Mann-Whitney. 
 se determinó el área relativa que ocupaban las 
 
de L1CAM en retinas de ratones silvestres, de estadio E12,5. Se observó, también 
en esta etapa del desarrollo, la existencia de figuras mitóticas rodeadas de un 
citoplasma positivo para L1CAM. Dicha expresión pareció estar relacionada con 
una menor presencia de la proteína en las fibras ópticas (Fig. 4.33). En las retinas 
de   ratones 
  
 
Fig. 4.33- Expresión de proteínas de la familia de las IgCAMs en las fibras ópticas de la región 
dorsal de retinas de ratones silvestres y deficientes en Pol μ. Se montaron en plano retinas de 
el área relativa que ocupaban los axones positivos para ambos marcadores respecto al área dorsal de 
la retina. Las gráficas representan la media ± SEM de 3-14 retinas individuales por edad y genotipo, 
de embriones provenientes de 1-3 camadas independientes. Se muestran las diferencias significativas 
(*, p<0,05) encontradas en la expresión de L1CAM entre las retinas de estadios E12,5 y E13,5 de 
A B
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significativo en el número de células neuroepiteliales L1CAM positivas, respecto a 
las retinas de embriones silvestres del mismo estadio (Fig. 4.34 D). Como no 
encontramos correlación entre dicho aumento y una menor expresión de L1CAM en 
los axones de las células ganglionares, descartamos que el desarrollo de la retina 
en los ratones mutantes estuviese retrasado. De hecho, el área plana de la retina 
fue igual entre los ratones deficientes en Pol μ y los silvestres en el intervalo E13,5-





Fig. 4.34- Expresión de L1CAM en el neuroepitelio de retinas de ratones silvestres y deficientes 
en Pol μ. Las imágenes de microscopía confocal (A-C) son ejemplos representativos de la tinción de 
L1CAM encontrada en el neuroepitelio de 3-8 retinas de estadios E12,5 y E13,5 con el genotipo que 
marcadas con flechas, y la contratinción con DAPI. Los asteriscos muestran la salida del nervio óptico. 
Barra 75 μm. La gráfica representa la media± SEM de 3-14 retinas individuales por edad y genotipo, 
(*, p<0,05) encontradas en la expresión de L1CAM en el neuroepitelio de retinas de estadio E13,5 de 
ratones silvestres (wt) y mutantes (ko), tras análisis
  
se indica. Los recuadros de las fotografías muestran en detalle las células neuroepiteliales positivas, 
de embriones provenientes de 1-3 camadas independientes. Se muestran las diferencias significativas 
 estadísticos basados en el test de Mann-Whitney.   
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Estos resultados sugieren que la ausencia de la DNA polimerasa μ podría alterar la 
expresión de proteínas implicadas en el crecimiento, la fasciculación y la guía de los 
axones, en concreto la expresión de L1CAM, in vivo.  
Para seguir evaluando este supuesto, se llevó a cabo el marcaje anterógrado de las 
fibras ópticas, desde la retina hasta la línea media del diencéfalo, con DiI (Fig. 
4.35). Tras procesar las muestras se observó que en todos los embriones de 
estadio E13,5, tanto silvestres como mutantes, los axones habían cruzado ya la 
línea media (Tabla 4.II).  el número  
 
0 μm.  
 
 
Esta técnica, sin embargo no permitió cuantificar
 
Fig. 4.35- Decusación de los axones de las células ganglionares en ratones C57Bl/6 silvestres y 
deficientes en  Pol μ. Se analizó el transporte anterógrado de DiI desde la retina hasta la línea media 
del diencéfalo en embriones silvestres (wt, A) y mutantes (ko, B) de estadio E13,5. Tras 2 semanas se 
procesaron los embriones y se visualizó la decusación de los axones. Las imágenes de microscopía 
confocal son una representación del cruce de los axones a través de la línea media del diencéfalo, 
observada en 8-9 embriones por genotipo. LM, Línea Media; contra, contralateral; ipsi, ipsilateral. Los 
asteriscos muestran los nervios ópticos teñidos con DiI (los del ojo derecho en ambos casos). Barra 
15
Tabla 4.II- Decusación de los axones de las células ganglionares de la retina en ratones 
silvestres y deficientes en Pol μ. Se muestran el número de embriones analizados, así como la 
proporción de animales en la que se observó el cruce de los axones de las células ganglionares a 
través de la línea media del diencéfalo.  
 
LM
 contra ipsi 




E13,5 wt E13,5 ko 
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de axones que había decusado en cada caso. Por esta razón se evaluó la 
incorporación retrógrada de DiI desde el tracto óptico posterior y desde el 
geniculado lateral hasta la retina, en embriones de E18,5. Tras montar en plano las 
retinas se  proyectado 
diferencias 
estadísticam n   




incorporación promedio de DiI en las células que proyectan contra (A) e ipsilateralmente (B), 
procedentes de 2 camadas independientes. Los datos se encuentran representados como el 
 
cuantificó el número de células ganglionares que habían
contralateralmente e ipsilateralmente. No se encontraron 
ente significativas entre animales mutantes y silvestres,  si   bien   e
s  desde  el  tracto  óptico  se  observó  una  cl
(p=0,051 en el test de Mann-Whitney) en el número de células que 




contralateral (D) ipsilateral (V)A B *
* E18,5 
C Fig. 4.36- Estudio de la proyección de las 
células ganglionares de la retina mediante 
marcaje retrógrado con DiI desde el tracto 
óptico posterior. Se analizó el transporte 
retrógrado de DiI desde el tracto óptico posterior 
hasta la retina, en embriones silvestres (wt) y 
mutantes (ko) de estadio E18,5. Tras dejar 
difundir el colorante durante 2 semanas, se 
montaron las retinas en plano y se cuantificó el 
 
observada en retinas de 5-7 embriones. D, Dorsal; V, Ventral. Los asteriscos muestran la salida del 
nervio óptico. Barra 300 μm. La gráfica (C) representa la media ± SEM de 5-7 embriones distintos 
porcentaje de células que proyectan contra o ipsilateralmente respecto a las que proyectan 
contralateralmente en los animales silvestres. 
 
número de células ganglionares que habían 
incorporado DiI. Las imágenes de microscopía 
de fluorescencia (A-B) muestran la 
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La proyección de los axones de las células ganglionares está regulada por 
proteínas de la guía axonal que se expresan, no sólo en este tipo celular, sino 
también en las células vecinas. Se ha descrito que las células de la microglía, que 
filtran la retina del ratón en edades muy tempranas del desarrollo, promueven la 
diferenciación o axonal y la 
sinaptogénesis , 2003; Bessis 
et al., 2007) ina de ratones 
deficientes en Pol antígeno de 
membrana eactiva. No se 
encontraron diferencias significativas entre los ratones mutantes y silvestres (Fig. 4. 
         
 
in
neuronal in vitro y participan en el crecimient
in vivo (Cuadros and Navascués, 1998; Aarum et al.
. Por ello, se analizó la presencia de microglía en la ret
μ de estadio E13,5, mediante la inmunodetección del 






E13,5 ko *E13,5 wt *
 
C
Fig. 4.37- Presencia de microglía en retinas de 
ratones C57Bl/6 silvestres y deficientes en Pol 
μ. Se montaron en plano retinas de estadio E13,5, 
y se procesaron para la inmunodetección de Mac-
1. Las imágenes de microscopía confocal (A-B) 
muestran la presencia de células Mac-1 positivas 
(C) representa la media ± SEM de 4 retinas por 
encontradas en la zona dorsal de 4 retinas 
independientes por grupo. Los asteriscos indican 
la salida del nervio óptico. Barra 50 μm. La gráfica 
grupo. No se encontraron diferencias significativas 
en el número de células Mac-1 positivas por 
campo de 20X. 
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Los resultados obtenidos en la evaluación de la implicación de la DNA polimerasa μ 
en la proliferación, diferenciación y maduración de las células de la retina fueron, en 
general, variables. Si bien se observaron frecuentemente defectos en la 
fasciculación de los axones de las células ganglionares en retinas procedentes de 
ratones deficientes en Pol μ, sólo se puso de manifiesto la posible implicación de 
sta polimerasa en la diferenciación en cultivo. Por otro lado,  aunque  la  expresión  
L1CAM indicó una posible alteración de esta proteína, en cuanto a su localización, 
no se obtuvieron datos concluyentes acerca de la participación de Pol μ en la 
proyección axonal. Para finalmente comprobar si Pol μ lleva a cabo una función 
fisiológica relevante durante el desarrollo de la retina, decidimos evaluar la función 
visual de los animales mutantes. 
4.3.3.4 Estudio de la función visu l en ratones deficientes en DNA 
p
S  4-6 meses, tanto la respuesta 
e st optomotor. Ambos se llevaron a cabo 
en colabora ro de la Villa (Universidad de Alcalá 
d
L al en los animales mutantes, indicando 
q ceptores se transmitía adecuadamente 
a las células ganglionares (Fig. 4.38, sólo se muestra la respuesta mixta en 
condiciones escotópicas).  
El test optomotor es un experimento de comportamiento visual utilizado para el 
estudio del refelejo optocinético. Permite evaluar la capacidad de las células 
ganglionares de contactar con el núcleo del tracto óptico, localizado en el pretecto 
(Balkerma, 1984; Kandel et al., 2001). En este caso, los animales mutantes 
presentaron un refelejo optocinético significativamente menor que los animales 




e estudió en machos adultos, de
lectrorretinográfica como la respuesta al te
ción con los Drs. Nuria Forns y Ped
e Henares). 
a respuesta electrorretinográfica fue norm
ue la señal lumínica recibida por los fotorre
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Fig. 4.38- Respuesta electrorretinográfica de ratones silvestres y deficientes en Pol μ. Los 
registros electrorretinográficos son un ejemplo representativo de la respuesta mixta de conos y 
bastones en condiciones escotópicas. 
 
 
Fig. 4.39- Respuesta optocinética de ratones deficientes en Pol μ. Se analizó el reflejo 
optocinético de machos adultos, bien provenientes de camadas distintas, bien hermanos de camada, 
de los genotipos que se indican. Los tests duraron 5 minutos por velocidad. La gráfica muestra la 
media ± SEM de 9-10 animales en el caso de los ratones silvestres (wt) y deficientes en Pol μ (ko) y 3 
en el caso de los heterocigotos (hetero). Se muestran las diferencias significativas (*, p<0,05; **, 
p<0,01) encontradas entre los animales silvestres y nulos, a las velocidades angulares que se indican, 
tras realizar análisis estadísticos basados en el test de Mann-Whitney.  
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Estos resultados indican que la DNA polimerasa μ es fisiológicamente relevante 
para la correcta formación de la vía visual. Su ausencia parece afectar 
específicamente al establecimiento de las conexiones de las células ganglionares 
de la retina.   
4.4 Estudio de la posible función de las endonucleasas en el desarrollo 
de la retina. 
La generación de roturas de la doble cadena del DNA en el sistema nervioso podría
star dirigida por endonucleasas, de forma similar a lo que ocurre en el sistema 
n de las endonucleasas/recombinasas RAG-1 y 
AG-2, que inician la recombinación somática en el sistema inmune.  
Efectivamente, fuimos capaces de detectar los dos mRNAs correspondientes a 
dichas recombinasas en la retina, en todo el intervalo analizado. Como control 
positivo se empleó mRNA de timo y de bazo de ratones de P15, obteniendo el 
mismo resultado para ambos. Las condiciones de la reacción empleadas no 
permitieron detectar la presencia de estos transcritos en el músculo adulto (Fig. 
4.40 A). 
Los retrotransposones de la familia LINE-1 pueden contener dos marcos de lectura, 
ORF1 y ORF2, que codifican una partícula ribonucleoproteica y una proteína con 
actividad transcriptasa reversa respectivamente. La transciptasa reversa puede 
adicionalmente presentar actividad endonucleasa (Morrish et al., 2002). Por esta 
encuentra en 
tejidos linfoides  (Chun et al., 1991). Quisimos, por tanto, comprobar la identidad del  
 
e
inmune. Como primera aproximación para evaluar esta hipótesis, analizamos, 
mediante RT-PCR, la expresió
R
razón se buscó y detectó la presencia de un mRNA correspondiente a un 
retrotransposón LINE-1 que contenía los marcos de lectura ORF1 y ORF2 (Fig. 
4.40 B).  
La primera vez que se detectó la existencia de un trascrito de RAG-2 en el sistema 
 observó que este era distinto, en tamaño, al que se nervioso se
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Fig. 4.40- Expresión del mRNA de las endonucleasas RAG-1, RAG-2 y de un retrotransposón 
 se indican. Los 
cebadores empleados se indican en la tabla 3.I. C19-C20 para RAG-1; C21-C22 para RAG-2; C30-
resultados observados en 2-3 experimentos independientes. 
amos. No encontramos diferencias en la secuencia de esta región 
s que el mRNA de RAG-2 encontrado en la retina tiene la misma 
B 
LINE-1 en la retina de ratones silvestres C57Bl/6. Visualización en geles teñidos con bromuro de 
etidio de los productos de la amplificación por RT-PCR de los mRNAs RAG-1, RAG-2 y de un mRNA 
de LINE-1 que comprende los dos marcos de lectura (ORF1 y ORF2). Las reacciones se llevaron a 
cabo con los tejidos y los estadios embrionarios y postnatales de ratones C57Bl/6 que
C31 para LINE-1; C38-C39 para GAPDH. Se realizaron controles –RT que fueron negativos en todos 
los casos (sólo se muestran algunos en la figura). La figura es un ejemplo representativo de los 
 
mRNA de esta endonucleasa encontrado en la retina. Para ello amplificamos la 
región codificante completa de RAG-2, clonamos el producto de RT-PCR y lo 
secuenci
codificante entre el producto amplificado en la retina embrionaria y el presente en el 
bazo de ratones de P18 (Fig. 4.41 B). Por otro lado, las bases de datos indican la 
existencia de dos mRNAs alternativos de RAG-2. El canónico es aquel que 
mantiene el exón 2 en su región 5´ no traducida (Fig. 4.41 A).  Comprobamos  que  
el  transcrito  presente  en  la  retina embrionaria era el que mayoritariamente se 
expresa en timo y bazo, el que contiene el exón 2 (Fig. 4.41 C). Por todo ello 
concluimo
identidad que el que se expresa en tejidos linfoides y, aunque no se detectó el 
producto proteico de este gen, nuestros resultados apoyan la hipótesis de que 
RAG-2 podría ejercer una función en la retina neural de ratón en desarrollo. 
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ón 2, incluido en la región 5´ no traducida 
´UTR) (C). Las reacciones se llevaron a cabo con los tejidos y los estadios embrionarios y 
representativo de los resultados observados en 2-3 experimentos independientes. 
  
Fig. 4.41- Caracterización del mRNA de RAG-2 en la retina embrionario de ratones silvestres 
C57Bl/6. El panel superior (A) muestra una representación esquemática de los transcritos de RAG-2 
existentes en las bases de datos, en la que se especifica la posición de la región codificante, así como 
la del resto de los exones. En los geles teñidos con bromuro de etidio se muestra la expresión de la 
región codificante completa de RAG-2 (B), así como la del ex
B C
(5
postnatales de ratones C57Bl/6 que se indican. Los cebadores empleados se indican en la tabla 3.I. 
C23-C24 para cod RAG-2; C25-C26 para 5´UTR; C40-C41 para S16. Se realizaron controles –RT que 
fueron negativos en todos los casos y no se muestran en la figura. Los geles son un ejemplo 
 
4.4.1 Estudio fenotípico del desarrollo de la retina de ratones 
deficientes en RAG-2. 
Para determinar la posible función de RAG-2 durante la neurogénesis temprana de 
la retina, analizamos el fenotipo de ratones mutantes nulos rag2-/-. Todos estos 
análisis se llevaron a cabo utilizando animales con bagaje genético C57Bl/10 (ver 
apartado 3.1 de la sección “Materiales y Métodos”).  
Nos centramos en estudiar el fenotipo de los ratones deficientes en RAG-2 de 
estadio E13,5. Sólo se llevaron a cabo experimentos puntuales en otras etapas del 
desarrollo. 
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4.4.1.1 Análisis de la expresión de γH2AX en la retina de ratones 
deficientes en RAG-2. 
Se llevó a cabo la inmunodetección de γH2AX en células disociadas de retina de 
estadio E13,5, procedentes de ratones mutantes y silvestres. La ausencia de RAG-
2 provocó una disminución significativa en el número de células γH2AX positivas, 
así  como  un  descenso  en  el  número  de  focos  nucleares  discretos  (Fig. 4.42).   
 
 
Fig. 4.42- Expresión de γH2AX en la retina de ratones C57Bl/10 silvestres y deficientes en RAG-
de retinas de estadio E13,5, procedentes de ratones silvestres (wt) y mutantes (ko). (A) Se representa 
el caso de las células proliferativas γH2AX positivas. (C) Se representa la media ± SEM 100 células 




2. Se analizó la expresión de γH2AX con un anticuerpo específico en células disociadas con Accutase 
la media ± SEM de 14-16 muestras por grupo. ***, p<0,001. (B) Se representa la media ± SEM de 7 
muestras por grupo. *, p<0,05 en el caso de la población de neuronas γH2AX positivas; ##, p<0,01 en 
procentes de 4 preparaciones distintas por grupo. *, <0,05. En to
4 camadas independientes. Los análisis estadísticos se realizaron en base al test de la t de Student. 
Las imágenes de microscopía de fluorescencia (D-E) son ejemplos representativos de la expresión de 
γH2AX, encontrada en retinas de ratones mutantes y silvestres de estadio E13,5. Barra 30 μm.    
D EγH2AX 
C 
E13,5 wt E13,5 ko 
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Por otro lado, el descenso de γH2AX afectó significativamente tanto a la población 
de neuronas como a la de células proliferativas (Fig. 4.42 B). Estos resultados 
Quisimos determinar si la ausencia de RAG-2 alteraba también los niveles de 
muerte en la retina. Se montaron en plano retinas de estadio E13,5, de ratones 
mutantes y silvestres, y se procesaron para la técnica de TUNEL. Se observó un 
aumento significativo en los niveles de muerte celular en las retinas de ratones 
mutantes respecto a las de los ratones silvestres (Fig. 4.43 A-C). Sin embargo, 
dobles  marcajes PCNA-TUNEL y TUJ-1-TUNEL, realizados en células disociadas, 
no permitieron asociar el aumento de muerte encontrado a ninguna de estas dos 
poblaciones celulares (Fig. 4.43 D). 
4.4.1.3 Efecto de la ausencia de RAG-2 en la proliferación y la 
diferenciación in vivo. 
Se cuantificó la proporción de neuronas postmitóticas TUJ-1 positivas y de células 
proliferativas PCNA positivas  en  retinas  de  ratones  mutantes  de  estadio  E13,5, 
comprobando que la proporción de ambas poblaciones era igual que la encontrada 
 
sugieren que RAG-2 puede provocar roturas en el DNA en células de la retina in 
vivo. 
4.4.1.2 Estudio de la muerte celular programada en la retina de ratones 
deficientes en RAG-2. 
en las retinas de ratones silvestres (Fig. 4.44). No obstante, al realizar las tinciones 
con el anticuerpo  TUJ-1   en   retinas  montadas  en  plano,  observamos   que  
erafrecuente encontrar defectos en la fasciculación y la orientación de los axones 
en muestras procedentes de ratones mutantes. De hecho, la proporción de 
embriones que presentaron este fenotipo fue similar al encontrado en ratones 
deficientes en Pol μ (Fig. 4.45; Tabla 4.III).  
 117
Resultados   





Fig. 4.43- Niveles de muerte en las retinas de ratones C57Bl/10 silvestres y deficientes en RAG-
y se procesaron para la técnica de TUNEL (A-C). Se 
cuantificaron los núcleos apoptóticos por área (c.a/mm2) en retinas de ratones silvestres (wt) y 
os en 13-18 retinas. Los asteriscos muestran la salida del nervio 
óptico. D, Dorsal; V, Ventral. Barra, 150 μm. Las gráficas (C-D) representan la media ± SEM de 13-22 
significativas (*, p<0,05) encontradas tras análisis estadísticos basados en el test de la t de Student. 
 
2. Se montaron en plano retinas de estadio E13,5 
mutantes (ko) (C). Adicionalmente se realizaron dobles marcajes TUJ-1-TUNEL y PCNA-TUNEL en 
células disociadas (D). Las imágenes de microscopía confocal (A-B) son un ejemplo representativo de 
los niveles de muerte encontrad




Fig. 4.44- Expresión de marcadores de 
disociadas de retinas procedentes de ratones 
C57Bl/10 silvestres y deficientes en RAG-2. Se 
disociaron retinas de E13,5 con Accutase y se 
procesaron para la detección de células 
postmitóticas (TUJ-1 positivas). La gráfica 
rep
proce
proliferación y diferenciación en células 
proliferativas (PCNA positivas) y neuronas 
resenta la media ± SEM de 14-15 muestras 
dentes de 4 camadas independientes. No se 
encontraron diferencias significativas entre los 
grupos.  
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Fig. es y 
de s 
de animales silvestres (wt) y mutantes (ko). Las imágenes de microscopía confocal (A-E) representan 
 4.45- Expresión de TUJ-1 en retinas montadas en plano, de ratones C57Bl/10 silvestr
ficientes en RAG-2. Se realizó el marcaje con TUJ-1 en retinas montadas en plano, procedente
el rango  de fenotipos que presentó la zona dorsal de 15 retinas individuales por genotipo. Los 
asteriscos muestran la salida del nervio óptico. Barra 50 μm.   
 
Tabla 4.III- Resumen del fenotipo en fasciculación encontrado en ratones deficientes en  RAG-2. 
Se indica el número total de embriones analizados, así como el número y el porcentaje de los 
animales que presentaron fenotipo según un criterio de normalidad. Asimismo se detalla el tipo de 
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 las retinas de ratones mutantes 
ara RAG-2, no sólo en el estadio E13,5, sino tampoco en etapas más avanzadas 
icroglía. 
   
estos animales un retraso en la expresión de L1CAM en la capa de fibras óptic
respecto a los animales silvestres (Fig. 4.46). Aún no habiendo encontrado fenotipo
en la expresión de L1CAM en los ratones mutantes para RAG-2, seguimo
analizando si el crecimiento axonal se encontraba alterado en estos animales. Se
visualizó la incorporación anterógrada de DiI desde la retina hasta la línea media
l diencéfalo en embriones de estadio E13,5. Observamos que en más de la mita
de los embriones silvestres, los axones habían cruzado la línea media. La
decusación en los embriones mutantes fue evidente en menos del 30% de lo
casos analizados (Fig. 4.47, Tabla 4.IV).  
Por último, analizamos la presencia de células de la microglía en la retina de los 
ratones mutantes ya que, como se ha comentado anteriormente en esta sección, 
promueven la diferenciación neuronal y participan en el crecimiento axonal y la 
sinaptogénesis (Cuadros and Navascués, 1998; Aarum et al., 2003; Bessis et al., 
2007). No se detectaron células Mac-1 positivas en
p
del desarrollo (Fig. 4.48, Tabla 4.V). No podemos descartar, por tanto, que la 
ausencia de RAG-2 afecte a procesos relacionados con el desarrollo de la 
m
 
Fig. 4.46- Implicación de la ausencia de RAG-2 
en la expresión L1CAM. Se montaron en plano 
retinas de E13,5, y se procesaron para la 
inmunodetección de L1CAM. Se determinó el área 
relativa que ocupaban los axones positivos para 
L1CAM respecto al área dorsal total de la retina. 
La gráfica representa la media ± SEM de 6-8 
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Fig. 4.47- Decusación de los axones de las células ganglionares en ratones C57Bl/10 silvestres 
y deficients en  RAG-2. Se analizó el transporte anterógrado de DiI desde la retina hasta la línea 
E13,5 (A-B). Las imágenes de microscopía confocal muestran los resultados promedio obtenidos para 
cada uno de los genotipos, tras analizar 11 embr
independientes. LM, Línea Media; contra, contrala
 
media del diencéfalo en embriones, previamente fijados, silvestres (wt) y mutantes (ko) de estadio 
iones por grupo, procedentes de 3 camadas 
teral; ipsi, ipsilateral. Los asteriscos muestran los 
 










nervios ópticos teñidos con DiI (los del ojo derecho en ambos casos). Barra 150 μm.  
Tabla 4.IV- Decusación de los axones de las células ganglionares de la retina en ratones 
silvestres y deficientes en RAG-2. Se muestran el número de embriones analizados, así como la 




Por todos los defectos encontrados en la retina de los embriones deficientes en 
RAG-2, evaluamos la capacidad visual de es
4.4.1.4. Estudio de la función visual en
Los registros electrorretinográficos fueron no
indicando que la señal lumínica se trans
fotorreceptores hasta las células ganglionare  retina (no se muestran 
los resultados). 
tos animales.  
 ratones deficientes en RAG-2. 
rmales en animales mutantes adultos, 
mitía de forma adecuada desde los 
s y fuera de la
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* *E13,5 wt E13,5 ko
A B
C D
* *E15,5 wt E15,5 ko
Fig. 4.48- Ausencia de microglía Mac-1+ en retinas de ratones deficientes en RAG-2. Se 
3-5 retinas por edad y genotipo. Los asteriscos indican la 
alida del nervio óptico. Barra 75 μm. 
 
Tabla 4.V- Resumen del fenotipo en microglía encontrado en ratones deficientes en RAG-2. Se 
indican el número total de embriones analizados, así como el número y la proporción de retinas en las 
que se observó tinción específica con un anticuerpo anti-Mac-1. 
 
montaron en plano retinas de estadio E13,5 y E15,5, y se procesaron para la inmunodetección de 
Mac-1. No se detectó inmunorreactividad con el anticuerpo anti-Mac-1 en retinas procedentes de 
ratones mutantes. Las imágenes de microscopía confocal (A-D) son una representación de las 




A continuación, se seleccionaron machos de 4-6 meses silvestres y mutantes para 
realizar el test optomotor. Los animales mutantes mostraron una respuesta 
optocinética muy variable, aunque ésta no fue significativamente diferente a la 
observada en los animales silvestres (Fig. 4.49).  
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Fig. 4.49- Respuesta optocinética de ratones silvestres y deficientes en R G-2. Se analizó el 
reflejo optocinético de machos adultos provenientes de camadas distintas de lo enotipos que se 
eficientes en RAG-2. 
consistió en comparar el perfil 
proteómico de la retina en embriones silvestres y mutantes. Se eligieron embriones 
de E15,5 para llevar a cabo estos estudios, debido a que el desarrollo de los 
hermanos de camada era más homogéneo que en el caso de embriones de estadio 
E13,5. 
Tras extraer el contenido proteico total de las retinas, se fraccionaron 25 μg 
mediante electroforesis bidimensional. Se obtuvieron imágenes digitalizadas de las 
proteínas contenidas en el gel (Fig. 4.50) y se comparó el proteoma de ratones 
silvestres y mutantes con el programa informático PDQuest  2D Análisis 7.4 
Software. Tras analizar duplicados de cada muestra, se identificaron 6 productos 
orrespondientes a 7 proteínas) cuya expresión fue significativamente distinta 
A
s g
indican. Los tests duraron 5 minutos por velocidad. La gráfica muestra la media ± SEM de 6-7 
animales por genotipo. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.   
 
4.4.1.5. Análisis del perfil proteómico de la retina de embriones 
d
Para caracterizar posibles dianas moleculares de la endonucleasa RAG-2 en el 
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(p<0,05) entre las retinas de ratones silvestres y mutantes (Fig. 4.51), de los cuales 
5 pudieron extraerse del gel e identificarse por espectrometría de masas (MALDI-
TOF).  
Los productos identificados como SSP 7102 y SSP 6201 presentaron la máxima 
homología con una proteína similar a BRCA2 (rCG40729) y la partícula 
ribonucleoproteic heterogénea nuclear C (hnRNP-C) de rata, respectivamente 
(Tabla 4.VI). Ambas tienen homólogos muy cercanos en el ratón. La primera 
participa en la reparación de la doble hebra del DNA a través de la vía HR (Lee and 
Baker, 2007). La  segunda  está  implicada  en  el  transporte,  del  núcleo  al  
citoplasma,    de     moléculas    de    mRNA    que    contienen    colas    de    poli-A.  
 
 
Fig. 4.50- Análisis del proteoma de la retina de embriones de estadio E15,5 mediante 
electroforesis bidimensional. Se fraccionaron 25 μg de proteína en geles de 7X7cm. Las proteínas 
se separaron, en la primera dimensión en función de su punto isoeléctrico en un rango de pH de 3 a 
10 y en la segunda dimensión en función de su masa en un rango de 10 a 250 kDa. La imagen es una 
embriones de estadio E15,5. Se indica tanto el rango de pH como el de masa molecular. Los números 
de identificación (SSP) corresponden a aquellas proteínas que se encontraban estadísticamente 
modificadas en las retinas de ratones mutantes respecto a las de los ratones silvestres. La imagen es 
un ejemplo representativo del contenido proteico total de la retina de embriones silvestres de estadio 
representación de un gel teñido con SYPRO-RUBY que contiene el proteoma total de las retinas de 
E15,5. 
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mutantes para RAG-2. Las imágenes muestran en detalle aquellas proteínas (se indican con una 
flecha) que se encontraban alteradas en las muestras de ratones mutantes (ko) respecto a las de 
ratones silvestres (wt). Las gráficas muestran la media ± SEM de dos experimentos independientes. 
Fig. 4.51- Expresión diferencial de proteínas de la retina en ratones C57Bl/10 silvestres y 
n todos los casos mostrados se encontraron diferencias significativas (p<0,05) en base al test de la t 
de Student. 
 
No obstante, la masa molecular teórica asociada a BRCA2 no correspondió con la 
posición de esta proteína en el gel. Tampoco se encontraron proteínas similares en 
las bases de datos que tuvieran una masa molecular y un punto isoeléctrico que se 
ajustasen a las características del producto (Tabla 4.VI).  
El resto de productos presentaron la máxima homología con las tubulinas α (cadena 
1C) y βIII (Tuba1c y Tubb3, ambas SSP4602), una subunidad de la acetilhidrolasa 
del factor de activación de plaquetas (Pafah1b3, SSP6304) y la fascina 1 (Fsn1, 
SSP6601) de ratón. La identidad de estas últimas se verificó adicionalmente 
mediante el análisis por espectrometría de masas de algunas de sus cuencias 
peptídicas (MS/MS). Mientras que las dos tubulinas se encontraron sobre-
E
se
expresadas en las retinas de los ratones mutantes, los niveles de las otras dos 
proteínas se encontraron significativamente reducidos. (Tabla 4.VI; Tabla 4.V11). 
Todas ellas se encuentran implicadas en la modelación de los axones y neuritas y/o 
en la migración neuronal. Estos resultados validan el fenotipo encontrado en 
embriones deficientes en RAG-2 de estadio más temprano.  
 125
Resultados   
 
Tabla 4.VI- Expresión diferencial de proteínas de la retina en ratones C57Bl/10 silvestres y 
deficientes en RAG-2 y su identificación por MALDI-TOF. Se muestra el número de identificación 
de cada una de las proteínas (SSP), así como su referencia en la base de datos SWISS-PROT. 
Asimismo se indica el nombre de las proteínas y la especie, y las características fisico-químicas 
(M.M/pI). La modificación en los niveles de expresión de las diferentes proteínas se expresa como el 
cociente de las densidades ópticas (D.O) en unidades arbitrarias (UA). n.d, no determinado. El 





Tabla 4.VII- Identificación mediante espectrometría de masas de secuencias peptídicas 
(MS/MS). Se muestra el número de identificación de cada una de las p
especie. Asimismo se indica el número de péptidos analizados por produc
roteínas (SSP), su nombre y la 
to, su secuencia y el número 
siguiendo los criterios del programa MASCOT (identidad dudosa para puntuación MASCOT < 85). n.e, 
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Durante el transcurso de este trabajo fuimos conscientes de que los ratones 
en ambas subestirpes fueron generadas 
riginalmente por los laboratorios Jackson y derivan de la misma cepa de ratones, 
no podíamos tener, a priori, la total certeza de que no hayan acumulado 
modificaciones diferentes en su genoma. Así pues, las diferencias observadas entre 
los animales mutantes y silvestres podían deberse a variaciones en los dos fondos 
genéticos, aunque éstas no se han documentado en lo relativo al sistema nervioso 
central (Mouse Phenome Database, The Jackson Laboratories).   
Para descartar variaciones relacionadas con el fondo genético de los animales de 
experimentación, se analizaron 2109 secuencias génicas que presentan posibles 
olimorfismos. No se encontraron polimorfismos asociados a dichas secuencias en 
s diferentes subestirpes de ratones C57Bl/10, que las haga genotípicamente 
ipótesis de que RAG-2 lleva a cabo una función en el desarrollo de la retina 
embrionaria.  
4.5. Resumen. 
El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral ha sido demostrar que tanto la 
generación de roturas en la doble hebra del DNA así como su reparación participan 
en la neurogénesis temprana de la retina y que subyacen al proceso de muerte 
neural temprana. Los estudios llevados a cabo tanto in vivo como in vitro han 
confirmado la relación entre la generación de roturas en el DNA, la apoptosis y la 
neurogénesis, revelando la implicación fisiológica de diversas molécula
silvestres que estábamos utilizando como control de la mutación en el gen rag2 no 
tenían un bagaje genético totalmente idéntico al de los ratones mutantes. Mientras 
que los controles eran de la estirpe C57Bl/10JCrl, los deficientes en RAG-2 




distintas (Mouse Phenome Database, The Jackson Laboratories).  
Aunque son necesarios más estudios para determinar los procesos exactos en los 
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reparadoras en procesos como la supervivencia celular, la diferenciación neuronal, 
las etapas iniciales de la navegación axonal y el correcto desarrollo de la vía visual 
en general. Adicionalmente, nuestros resultados apuntan a una selectividad de la 
vía de reparación NHEJ durante las etapas de desarrollo estudiadas. Parece 
además que la ausencia de roturas promovidas por la endonucleasa RAG-2 podría 
repercutir en el correcto desarrollo de la retina. Tal y como apuntan los resultados 
del análisis fenotípico de los ratones mutantes utilizados en estos estudios, la 
polimerasa de reparación Pol μ y la endonucleasa RAG-2, podrían participar, junto 
con DNA-PK y ATM/ATR en procesos similares durante la neurogénesis temprana 
de la retina (Tabla 4.VIII).  
Es la primera vez que se lleva a cabo un estudio detallado de estos procesos en la 
el porcentaje de animales presentaron fenotipo. n.d, no determinado.  
retina de mamíferos en desarrollo. 
 
Tabla 4.VIII Resumen del fenotipo observado en ratones deficientes en Pol μ y en RAG-2 o tras 
las inhibiciones farmacológicas de ATM/ATR y DNA-PK. En la tabla se especifica en qué aspectos 
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  Discusión 
5. Discusión. 
El planteamiento del presente trabajo se ha basado en la hipótesis de que durante 
el desarrollo del sistema nervioso central se producen roturas de doble hebra en el 
DNA que deben ser reparadas por sistemas enzimáticos especializados para 
permitir la supervivencia celular. Dichas roturas subyacen, por tanto, al proceso de 
muerte neural temprana, y tienen implicaciones funcionales en la neurogénesis y la 
diferenciación neuronal.  
Para verificar dicha hipótesis, nos hemos centrado en caracterizar, en distintas 
etapas del desarrollo embrionario de la retina de ratón, la función de diversas 
proteínas que participan tanto en la reparación como en la generación de roturas en 
el DNA. Hemos empleado abordajes farmacológicos in vitro y modificación genética 
in vivo. Nuestro objetivo final ha sido, con todo ello, poner de manifiesto la 
importancia fisiológica, no sólo de los mecanismos de reparación, sino también el 
posible papel de la modificación del DNA en el desarrollo de la neurorretina.  
5.1 La muerte celular programada se encuentra asociada al proceso de 
reparación del DNA en las regiones neurogénicas de la retina durante el 
desarrollo temprano. 
La incidencia de la muerte celular en el desarrollo temprano de la retina del embrión 
de pollo y de ratón, así como su regulación por diferentes factores han sido 
ampliamente caracterizadas por nuestro laboratorio (Díaz et al., 1999; Díaz et al., 
2000; Pimentel et al., 2000; Mayordomo et al., 2003; Dünker et al., 2005; 
Valenciano et al., 2006; Chavarría et al., 2007). Estos estudios han contribuido a 
demostrar que la muerte celular está íntimamente asociada con la neurogénesis 
temprana del sistema nervioso central. En particular, la generación de las células 
ganglionares de la retina está cuantitativamente muy afectada por el proceso de 
muerte. El tratamiento in vivo con inhibidores de caspasas, las principales 
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ejecutoras de la muerte celular, llega a duplicar el número de células ganglionares 
presentes en la retina (Mayordomo et al., 2003), mientras que el bloqueo, también 
in vivo, de la señalización de la proinsulina, un factor fisiológico de supervivencia, 
reduce a la mitad su número (Díaz et al., 2000). Aunque estos y otros trabajos 
están logrando que la muerte neural temprana sea aceptada como un proceso 
genuino del desarrollo temprano del sistema nervioso por la comunidad científica 
(Roth and D´Sa, 2001; Davies, 2003; Yeo and Gautier, 2004), su implicaciones 
funcionales son aún desconocidas. Se utiliza frecuentemente el razonamiento, 
similar al empleado para la muerte neuronal más tardía, de que las células mueren 
en las proporciones adecuadas para ajustar el número necesario (Abrahams, 2002; 
Abrahams and White, 2004). Sin embargo, otras interpretaciones, más atractivas en 
nuestra opinión, sugieren que se utilizaría como mecanismo de selección para 
favorecer la presencia de aquellas células más eficientes (Díaz and Moreno, 2005; 
Boya and de la Rosa, 2005). Especulaciones antiguas postulaban que la diversidad 
funcional de las neuronas en general, y en particular de las de proyección, que 
forman precisos mapas topográficos de conexiones, no se limitaba a los aspectos 
fenotípicos, sino que podría estar basada en diferencias a nivel de genoma como 
las que se encuentran en los linfocitos (Dreyer et al., 1967, Dreyer and Roman-
Dreyer, 1999). En este contexto, las roturas generadas en la doble hebra del DNA 
podrían contribuir a la re-organización del genoma de las neuronas y, en 
consecuencia, a la diversidad morfológica y funcional de las mismas (Chun and 
Schatz, 1999a y 1999b; de la Rosa and de Pablo, 2000; Peña de Ortiz and 
Arshavsky, 2001; Boya and de la Rosa, 2005). Esta hipótesis está apoyada por el 
fenotipo en el sistema nervioso central de ratones mutantes nulos para proteínas 
implicadas en la reparación del DNA, en los que se observa un gran aumento de la 
muerte celular, que puede llevar, incluso, a la total desaparición de neuronas 
postmitóticas (ver Tabla 1.II de la Introducción). La falta de reparación, o una re-
organización improductiva del DNA, desencadenaría la apoptosis de las células 
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afectadas en el sistema nervioso, de forma similar a lo que ocurre en el sistema 
inmune (ver Fig. 1.6 de la Introducción). Además, la muerte celular programada 
podría utilizarse como mecanismo para eliminar aquellas células que, como 
consecuencia de los cambios genotípicos, fueran menos competentes para su 
función.  
Con estos antecedentes, el presente trabajo se ha centrado en demostrar que 
existe una estrecha relación entre la diferenciación neuronal, la muerte neural 
temprana y la presencia de roturas generadas endógenamente en la doble hebra 
del DNA durante el desarrollo de la retina de ratón. 
Los primeros abordajes realizados han sido morfológicos. El análisis los patrones 
de muerte y diferenciación han puesto de manifiesto que ambos procesos solapan 
en parte, tanto espacial como temporalmente (Fig. 4.2; Fig. 4.5), demostrando que 
la estrecha relación existente entre la muerte neural temprana y la neurogénesis 
observada en la retina del embrión de pollo (Díaz et al., 2000; Mayordomo et al., 
2003), podría aplicarse también a la retina embrionaria de ratón en distintas etapas 
de su desarrollo. Otros autores han descrito tanto el patrón temporal de muerte 
como el de diferenciación a lo largo de todo el desarrollo de la retina de ratón 
(Marquardt and Gruss, 2002; Pequignot et al., 2003), datando el pico de muerte en 
etapas neurogénicas en E16,5 y el de diferenciación de las células ganglionares en 
E15,5. Nuestros resultados sitúan el incremento de la diferenciación en E13,5, que 
es seguido de un aumento en la muerte en E14,5 (Fig 4.10). Tanto los estudios 
previos como los nuestros coinciden en que la diferenciación temprana precede a la 
muerte celular asociada a dicha diferenciación en la retina del ratón. Las diferencias 
entre los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral y trabajos 
anteriores se deben, posiblemente, a las técnicas empleadas. En nuestro caso, la 
caracterización de la muerte y la diferenciación se llevó a cabo en retinas montadas 
en plano, teniendo en cuenta la totalidad de la retina. Las cuantificaciones previas 
se habían realizado en unas pocas secciones de retina central.   
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También hemos establecido que, durante el desarrollo de la retina neural, el perfil 
de activación de la H2AX (Fig. 4.7; Fig. 4.8), molécula que participa en la 
señalización para la reparación del DNA, es espacialmente similar a los perfiles de 
muerte (Fig. 4.1; Fig. 4.2) y de diferenciación (Fig. 4.3; Fig. 4.4; Fig. 4.5; Fig. 4.9). 
Además, el patrón temporal de muerte es paralelo al de γH2AX en etapas 
tempranas del desarrollo de la retina, pero no así en etapas tardías, cuando se 
produce el pico de muerte de las células ganglionares relacionada con la 
disponibilidad de factores neurotróficos derivados de su diana sináptica (Fig. 4.10). 
Esto descarta que la activación de la H2AX esté relacionada per se con el proceso 
apoptótico y sugiere la existencia de diferencias fundamentales entre las causas por 
las cuales las células de la retina entran en apoptosis en distintos estadios del 
desarrollo. La activación de la H2AX coincide con la presencia de dos de sus 
principales quinasas, DNA-PK y ATM (fosforilada en el residuo de Ser1987 en el 
ratón, lo cual indica su activación), en focos nucleares discretos (Fig. 4.13). Parece, 
por tanto, que las vías de reparación están realmente activas en regiones concretas 
del genoma en este estadio. Todas estas observaciones sugieren que las vías de 
reparación del DNA podrían ser críticas para la regulación de la muerte celular y la 
diferenciación neuronal en las etapas iniciales del desarrollo neural.  
5.2 DNA-PK y ATM/ATR, activadoras de las vías de reparación, 
participan en la supervivencia celular y en la diferenciación neuronal en 
la retina en desarrollo. 
Tras los estudios descriptivos realizados in vivo, profundizamos en la relación entre 
la apoptosis, la neurogénesis y la reparación del DNA mediante inhibiciones 
farmacológicas de DNA-PK y ATM/ATR in vitro en retinas de estadio E14,5. Se 
utilizaron cultivos organotípicos de retina que, en nuestras manos, reproducen 
bastante fidedignamente los procesos del desarrollo neural (de la Rosa et al., 1998; 
Díaz et al., 1999). 
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El hecho de que, en condiciones de cultivo relativamente similares a las fisiológicas, 
la inhibición de las quinasas DNA-PK y ATM/ATR redujese los niveles de γH2AX 
(Fig. 4.16), refuerza nuestros resultados descriptivos previos y nuestra 
interpretación de que esta proteína estaría principalmente señalizando para la 
reparación del DNA en la retina, en lugar de promover la picnosis nuclear, como se 
ha descrito en otros sistemas (Rogakou et al., 2000; Lu et al., 2006). Asimismo, el 
aumento de los niveles de muerte celular tras las inhibiciones farmacológicas 
demuestra que DNA-PK y ATM/ATR participan en el control de la supervivencia 
celular en la retina (Fig. 4.17). En numerosos sistemas se ha descrito que, tanto 
DNA-PK como ATM, promueven la supervivencia celular, tras un daño genotóxico, 
a través de la fosforilación de Akt en el residuo Ser473 (Viniegra et al., 2005; Bozulic 
et al., 2008; Boehme et al., 2008). Nuestros resultados sugieren que esto mismo 
podría ocurrir en la retina al provocar roturas en el DNA con fármacos suministrados 
exógenamente, ya el etopósido aumentó los niveles de fosforilación de Akt (Fig. 
4.18 C). Sin embargo no obtuvimos datos concluyentes al inhibir la maquinaria 
endógena de reparación del DNA (Fig. 4.18 A y B). Estas observaciones nos 
permitieron descartar, además, que los efectos observados en la supervivencia 
celular tras los tratamientos con NU7026 y CGK733 se debiesen a la inhibición 
inespecífica de PI3K.     
Las lesiones en el DNA inducidas por la radiación conducen a la activación de p53 y 
a la muerte celular dependiente de caspasas (Zhivotovsky and Orrenius, 2005). 
Asimismo, se ha encontrado un incremento en la actividad caspasa-3 en la corteza 
cerebral de los ratones mutantes nulos de DNA-PK (Vemuri et al., 2001). Estudios 
realizados en animales irradiados de edad postnatal P5 indican que la muerte que 
afecta a los progenitores de la retina depende de p53, pero que la fragmentación 
nuclear es independiente de las caspasas (Herzog et al., 2007). Sin embargo, no se 
habían descrito los mecanismos de ejecución de la muerte tras inhibir la maquinaria 
de reparación del DNA endógena en la retina. Nuestros resultados han demostrado 
 135
Discusión   
que la inhibición de la actividad enzimática de quinasas que participan en la 
reparación del DNA en células no irradiadas de la retina de estadio E14,5 provoca 
la muerte celular ejecutada por las caspasas (Fig. 4.19; Fig. 4.20).  La participación 
de p53 en este proceso es dudosa, pues el aumento de muerte encontrado en la 
retina se acompañó de un descenso de los niveles basales de p53 en presencia de 
los inhibidores farmacológicos (Fig. 4.16).  
La inhibición de DNA-PK y ATM/ATR in vitro sólo afectó significativamente a la 
población de neuronas postmitóticas (Fig. 4.21), lo que indica que las moléculas 
que participan en la reparación del DNA se encuentran fundamentalmente activas 
en esta población celular. Ya el estudio morfológico realizado en retinas de 
diferentes estadios in vivo mostraba una buena correlación espacio-temporal entre 
la activación de las vías de reparación y la diferenciación neuronal temprana en la 
retina (Fig. 4.5; Fig. 4.8; Fig. 4.9). Además, la muerte celular provocada en cultivo 
tras la inhibición de DNA-PK y ATM/ATR afectó en mayor medida a la retina dorsal, 
zona donde existe una mayor densidad de células diferenciadas (Fig. 4.17; Fig. 
4.19). Estos resultados apuntan a la selectividad de la vía de reparación de NHEJ 
en la retina de estadio E14,5 en relación con la supervivencia neuronal. La 
utilización selectiva de la vías de reparación de HR y NHEJ en función de la etapa 
del desarrollo en el sistema nervioso ha sido previamente demostrada por otros 
autores (Orii et al., 2006). No se puede descartar, sin embargo, que DNA-PK y 
ATM/ATR se encuentran también activas en otra población celular en la retina.  
5.3 Posible función de la DNA polimerasa μ en la reparación del DNA, la 
supervivencia celular y la diferenciación en la retina. 
Para confirmar la relevancia fisiológica del proceso de reparación de roturas del 
DNA en el desarrollo temprano de la retina se realizó el análisis fenotípico de 
ratones deficientes en Pol µ. Pol µ es una DNA polimerasa no replicativa que actúa 
en las últimas etapas de la reparación de la doble hebra del DNA a través de la vía 
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de NHEJ. Su función es la de procesar los extremos del DNA dañados para 
hacerlos compatibles para la religación por parte de DNA ligasa IV. Por sus 
características catalíticas se ha propuesto como una enzima mutadora en células 
eucariotas. Aunque la contribución real de esta polimerasa a la vía de NHEJ in vivo 
no está del todo clara, algunos autores la han implicado específicamente en la 
recombinación de las cadenas ligeras de los genes de las inmunoglobulinas en los 
linfocitos B (Mahajan et al., 2002; Bertocci et al., 2003 y 2006; Davis et al., 2008). 
Los ratones mutantes para Pol μ presentan deficiencias en la diferenciación de los 
linfocitos B, relacionadas con una recombinación somática improductiva, y un 
aumento de los centroblastos en el bazo (Bertocci et al., 2003; Lucas et al., 2005). 
Estas evidencias indican que Pol μ es una molécula necesaria para la reparación 
del DNA, al menos en el sistema inmune. No obstante, no existen trabajos que 
hayan descrito una función similar de Pol μ en tejidos no linfoides. Por ello, nos 
planteamos caracterizar la posible función de esta polimerasa durante la 
neurogénesis temprana de la retina. 
Los primeros abordajes realizados en ratones silvestres C57Bl/6, aunque 
confirmaron su expresión, no permitieron determinar si Pol μ se expresa más 
abundantemente en alguna población celular concreta o en algún estadio del 
desarrollo de la retina (Apartado 4.3.1). Esto se debe posiblemente a los bajos 
niveles de expresión de su mRNA, así como del producto proteico. De hecho, los 
ensayos enzimáticos realizados en células de la retina de estadio E14,5 mostraron 
que menos del 1% de las células podría presentar roturas en el DNA compatibles 
con la reparación por parte de Pol μ (Fig. 4.26). Así pues, decidimos analizar el 
fenotipo en retina de ratones deficientes en Pol μ para determinar su posible 
implicación en el desarrollo de este tejido.     
Para verificar la participación de Pol μ en la reparación del DNA en células de la 
retina in vivo, se analizó la expresión de γH2AX en la retina de ratones mutantes. 
Encontramos que, en general, el patrón de activación de la H2AX se encontraba 
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alterado en este tejido en los ratones deficientes en Pol  μ, particularmente en el 
intervalo E13,5-E15,5. Se encontró un aumento de núcleos positivos para γH2AX 
en E13,5 lo que coincidió con un mayor reclutamiento de esta proteína en torno a 
focos nucleares discretos (Fig. 4.27). Estos resultados son interpretables como que 
la ausencia de una enzima de reparación como Pol μ evita la correcta resolución de 
los extremos del DNA dañado. Parece, pues, que esta enzima podría participar 
activamente en la reparación del DNA en la retina en etapas tempranas del 
desarrollo. 
Además, las retinas de estadio E13,5 procedentes de ratones deficientes en Pol μ 
mostraron niveles de muerte celular significativamente superiores a los de las 
retinas de ratones silvestres del mismo estadio (Fig. 4.28). Estos resultados 
permiten implicar a la DNA polimerasa μ también en la supervivencia celular, al 
menos en esta etapa del desarrollo. Nuestros intentos de caracterizar la población 
celular que se encontraba afectada de este aumento de la muerte en la retina no 
reportaron resultados concluyentes desde el punto de vista estadístico, si bien 
observamos que la muerte asociada a población de neuronas postmitóticas se 
encontraba aumentada casi 5 veces en los ratones mutantes respecto a los 
animales control (Fig. 4.28 D). El hecho de que los datos no fueran 
estadísticamente significativos puede deberse a la baja proporción de neuronas 
muertas en esta etapa del desarrollo en condiciones normales (tan sólo el 0,045% 
del total de células de la retina). Por otro lado, no se encontró alteración en los 
niveles de muerte en estadios del desarrollo posteriores, quizás debido a la 
compensación de la ausencia de la DNA polimerasa μ por otras polimerasas de 
función similar. Nuestros resultados implican, en cualquier caso y por primera vez, a 
la DNA polimerasa μ en la supervivencia celular en tejidos no linfoides. Otros 
autores han examinado las consecuencias de la ausencia de Pol μ en la 
supervivencia de los fibroblastos embrionarios del ratón tras inducir un daño en el 
DNA, no obteniendo resultados concluyentes (Bertocci et al., 2006). 
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Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias numéricas significativas en los 
niveles de proliferación y diferenciación en las retinas de ratones mutantes para Pol 
μ, (Fig. 4.29), quizás debido, de nuevo, a procesos de compensación o al escaso 
número de células implicada en procesos concretos en estas edades del desarrollo. 
Sin embargo, los cultivos de progenitores neuronales de la retina de estadios E13,5 
y E14,5, sí pusieron de manifiesto deficiencias en la diferenciación en ausencia de 
Pol μ, coincidiendo con una mayor incidencia de la muerte celular (Fig. 4.31). 
Aunque no podemos descartar que la ausencia de Pol μ aumentase la 
susceptibilidad de las neuronas a la muerte como consecuencia de un aumento del 
estrés oxidativo generado por las condiciones del cultivo, no se ha descrito la 
implicación de Pol μ en la reparación de lesiones provocadas por estrés oxidativo 
en células de origen no hematopoyético (Bertocci et al., 2006). Con todas las 
salvedades mencionadas, tanto la tendencia observada en la muerte asociada a las 
neuronas de los ratones mutantes in vivo, como los resultados obtenidos en los 
cultivos de las células progenitoras de la retina sugieren un posible selectividad en 
la función de DNA polimerasa μ sobre la población de neuronas postmitóticas.    
La teoría de que el sistema nervioso central utiliza el mecanismo de la 
recombinación somática surgió casi una década antes de que este fenómeno se 
demostrase cierto en el sistema inmune (Dreyer et al., 1967). Dreyer, Gray y Hood 
(1967) postularon que los mecanismos de re-organización del genoma de las 
neuronas serviría para la generación de la diversidad en las moléculas de superficie 
y adhesión. Años más tarde, el descubrimiento de las múltiples isoformas de 
receptores odorantes alimentó la teoría de la recombinación, aplicada en este caso 
a la generación de diversidad en los receptores de las neuronas sensoriales 
olfativas (Buck and Axel, 1991). Esta hipótesis se descartó cuando diversos autores 
fueron capaces de clonar un ratón entero a partir del genoma de un único receptor 
olfativo, sin encontrar evidencias de recombinación somática (Eggan et al., 2004; Li 
et al., 2004).  
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Al analizar el proceso de axonogénesis y navegación axonal, encontramos defectos 
en la fasciculación de los axones (Fig. 4.30; Tabla 4.I), así como una expresión 
alterada de la molécula de adhesión L1CAM en el neuroepitelio (Fig. 4.34) de las 
retinas de los ratones deficientes en Pol μ. Estas observaciones sugieren que 
deficiencias en la resolución de roturas en la doble cadena del DNA podría afectar a 
moléculas de superficie que median la interacción célula-célula y promueven la 
navegación axonal en el sistema nervioso central. Por otro lado, el crecimiento de 
neuritas fue idéntico en los cultivos de progenitores neuronales silvestres y 
deficientes en Pol μ, de estadios E13,5 y E14,5. El hecho de que, en dichos 
cultivos, las células estén disociadas y hayan perdido el contacto entre ellas, indica 
la posible implicación de Pol μ en el reconocimiento celular y no simplemente en el 
crecimiento axonal. No era posible descartar a priori que la ausencia de Pol μ no 
afectase directamente a las neuronas, sino que el fenotipo observado en los 
ratones deficientes fuera consecuencia de defectos en la población de las células 
de la microglía. La microglía tiene origen hematopoyético, al igual que los linfocitos 
(Perry and Gordon 1991, Ling and Wong, 1993; Cuadros and Navascués, 1998; 
Wilms et al.,1999). No obstante, al analizar la presencia de la microglía reactiva en 
la retina, no encontramos diferencias entre los ratones mutantes y los silvestres 
(Fig. 4.37). 
Aunque todos estos resultados son compatibles con la hipótesis de Dreyer, Gray y 
Hood (1967), no se han descrito en el sistema nervioso moléculas de superficie con 
secuencias consenso en el DNA que las hagan susceptibles a sufrir la 
recombinación (Chun and Schatz, 1999), por lo que es conveniente tener en mente 
otras posibilidades. Es cada vez es más evidente la importancia del mecanismo de 
procesamiento alternativo del mRNA en lo que concierne a la generación de 
múltiples isoformas de las proteínas de adhesión a partir de una única secuencia 
génica (Moutri and Gage, 2006). Este mecanismo podría tener un nexo de unión 
con la re-organización génica, dado que se ha asociado la inserción de 
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retrotransposones de la familia LINE-1 con la creación de secuencias señal para el 
procesamiento alternativo del mRNA (Meischl et al., 2000; Belancio et al., 2006). 
Así pues, parte del procesamiento alternativo de mRNA podría ser una 
consecuencia de la re-organización génica y, por tanto, depender de las moléculas 
que participan en la reparación de la doble hebra del DNA, entre ellas Pol μ.  
La correcta navegación axonal es necesaria para el establecimiento de conexiones 
funcionales en el sistema nervioso. Así pues, analizamos la función visual de los 
animales de experimentación. Los registros electrorretinográficos realizados a 
ratones mutantes adultos fueron normales (Fig. 4.38). Por tanto, la ausencia de Pol 
μ no parece influir en la capacidad de los fotorreceptores de transmitir la señal 
lumínica hasta las células ganglionares y fuera de la retina. Esto significa que los 
contactos sinápticos se establecen de forma adecuada en la retina (apartado 
4.3.3.4). No obstante, el test optomotor reveló que la función de Pol μ sí podría 
estar implicada en el correcto establecimiento de los contactos sinápticos de las 
células ganglionares fuera de la retina, en concreto en el pretecto, ya que el reflejo 
optocinético de los animales mutantes fue significativamente menor que la de los 
controles, ya fueran de camadas distintas o hermanos de camada (Fig. 4.39). Una 
posible explicación para estos resultados es que la segregación y la proyección 
axonal podrían estar alteradas en ausencia de Pol μ. Sin embargo, no obtuvimos 
resultados concluyentes acerca de este aspecto al analizar la incorporación 
anterógrada de DiI desde la retina hasta la línea media del diencéfalo en embriones 
de estadio E13,5 (Fig. 4.35; Tabla 4.II) ni al analizar la incorporación retrógrada 
desde el geniculado lateral o el tracto óptico posterior hasta la retina en embriones 
de E18,5 (Fig. 4.36). Por el contrario, sí se encontró una clara tendencia a la baja 
en el número de células ganglionares que proyectan ipsilateralmente en los ratones 
mutantes (p=0,051 en el test de Mann-Whitney). En cualquier caso, los resultados 
del test optmotor correlacionan con los defectos observados en la fasciculación de 
los axones y la expresión L1CAM en embriones de estadio E13,5.    
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En conjunto, nuestros resultados nos permiten concluir que Pol μ está implicada en 
el desarrollo de la retina, particularmente en los procesos iniciales de la navegación 
axonal, y en formación de la vía visual, en general. Asimismo, el presente trabajo ha 
puesto de manifiesto por primera vez la posible función fisiológica de la reparación 
de las roturas de doble hebra del DNA mediada por la DNA polimerasa μ en el 
sistema nervioso central.  
5.4 Posible función de la endonucleasa RAG-2 en el desarrollo de la 
retina. 
Las evidencias experimentales en las que hemos basado nuestro trabajo 
demuestran que en los sistemas inmune y nervioso se producen roturas en la doble 
hebra del DNA en mayor medida que en otros tejidos. Ambos son más susceptibles 
a la ausencia de moléculas que participan en la reparación del DNA, aunque estas 
se expresen de forma generalizada en todas las células de mamíferos (revisado en 
Peña de Ortiz and Arshavsky, 2001 y en Boya and de la Rosa, 2005). Las roturas 
en el DNA de los linfocitos T y B son programadas y están dirigidas a los genes de 
las inmunoglobulinas a través de la actividad endonucleasa de RAG1/2 (Schatz et 
al., 1989; Oettinger et al., 1990). Por el contrario, no se sabe si las que se producen 
en el sistema nervioso central también afectarían a uno o unos pocos genes, o si 
son totalmente azarosas. Se ha propuesto que las roturas generadas en la doble 
hebra del DNA de las neuronas son sólo consecuencia del metabolismo oxidativo 
de las células (Karanjawala et al., 2002). Sin embargo, esta hipótesis no explicaría 
porqué la ausencia de componentes principales en la reparación del DNA a través 
de la vía de NHEJ tienen un efecto tan drástico sólo en el desarrollo de los sistemas 
inmune y nervioso (Peña de Ortiz and Arshavsky, 2001; Boya and de la Rosa, 2005. 
Ver Tabla 1.II de la Introducción). 
Con estos antecedentes, algunos investigadores se han esforzado en determinar si 
se produce una recombinación somática funcional en las neuronas. En este sentido, 
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algunos estudios se han centrado en caracterizar la posible función de RAG-1 en el 
sistema nervioso del ratón. El mRNA de RAG-1 se expresa, en niveles bajos, tanto 
en el cerebro de ratón, como en el sistema nervioso central de anfibios y peces 
(Chun et al., 1991; Frippiat et al; 2001; Feng et al., 2005). En concreto, en el pez 
cebra, tanto RAG-1 como RAG-2 se expresan en una subpoblación de células 
olfativas (Jessen et al., 2001; Feng et al., 2005). Sin embargo, se desconoce si el 
mRNA de RAG-2 podría dar lugar a una proteína funcional, ya que este parece ser 
distinto al que se expresa en tejidos linfoides, al menos en el cerebro del ratón 
(Chun et al., 1991). Por esta razón se ha descartado la implicación de RAG-2 en la 
recombinación somática de genes neurales. Por otro lado, en ningún caso se ha 
podido detectar actividad recombinasa por parte de RAG-1 en el sistema nervioso 
central in vivo, lo cual es lógico dada la escasa abundancia de su mRNA. Sólo la 
generación modelos murinos tansgénicos han demostrado que RAG-1 podría 
ejercer su actividad endonucleasa en el sistema nervioso (Matsuoka et al., 1991). 
Por último, no se han detectado secuencias señal para la recombinación en genes 
neurales (Chun and Schatz, 1999). Por todo esto ha sido imposible, por el 
momento, demostrar la recombinación somática de genes neurales mediada por 
RAG-1 y RAG-2.     
Existe un mecanismo alternativo a la recombinación somática en la que tanto RAG-
1 como RAG-2 podrían verse implicadas. Se ha demostrado que RAG1/2 presenta 
actividad transposasa in vitro, que se ve favorecida por ciertas estructuras en el 
DNA que actúa como sustrato. Durante la recombinación, la secuencia señal es 
escindida y queda fuera del DNA. Sin embargo, en la transposición mediada por 
RAG1/2 esta secuencia se reinserta en regiones del DNA contiguas al lugar de la 
escisión. Este fenómeno se ha observado, aunque con poca frecuencia, también in 
vivo  (Agrawal et al., 1998; Posey et al., 2006). 
Por último, la retrotransposición también se ha propuesto como un mecanismo 
regulador de la expresión génica en el sistema nervioso central, bien promoviendo 
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la re-organización génica de regiones codificantes, bien favoreciendo el 
procesamiento alternativo del mRNA introduciendo secuencias específicas para 
este proceso, o ambos (Moutri and Gage, 2006). En cualquiera de estos casos, la 
retrotransposición sería también fuente de roturas en la doble hebra del DNA, ya 
que consiste en la inserción de secuencias de cDNA móviles en distintas regiones 
del genoma, dependiente o independientemente de la actividad endonucleasa del 
propio retrotransposón.  
En la última etapa del presente trabajo hemos abordado los posibles mecanismos 
por los que se generan roturas en la doble hebra del DNA en el sistema nervioso. 
Nuestros resultados han demostrado que existen transcritos de RAG-1 y RAG-2 en 
la retina, tanto embrionaria como adulta, que no fueron detectados en otro tejido 
adulto poco proliferativo como es el músculo. Además, hemos detectado la 
presencia del mRNA de un retrotransposón LINE-1 que contiene los dos marcos de 
lectura ORF1 y ORF2 (Fig. 4.40). Asimismo, encontramos que el mRNA de RAG-2 
contiene la región codificante completa, que es idéntica a la que se expresa en 
tejidos linfoides (Fig. 4.41). A pesar de no haber sido capaces de detectar su 
producto proteico, estas observaciones sugieren que RAG-2 podría ser funcional en 
la retina y, por tanto, que los fenómenos de recombinación o transposición podrían 
estar activos en este tejido. Por otro lado, no podemos descartar que la 
retrotransposición se produzca en la retina en algún momento de su desarrollo. 
Dado que no hemos podido disponer de herramientas que nos permitiesen modular 
la retrotransposición en nuestro sistema, nos centramos en caracterizar la posible 
función de RAG-2 en el desarrollo de la retina.   
Los estudios de la activación de H2AX en la retina de ratones deficientes en RAG-2 
revelaron que aquella se encuentra disminuida, tanto en la población de células 
proliferativas como en las neuronas postmitóticas. Además, los núcleos positivos 
tienen un menor número promedio de focos nucleares discretos (Fig. 4.42). Estos 
resultados concuerdan con una disminución en las roturas generadas en el DNA 
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debido a la ausencia de la actividad endonucleasa de RAG-2. Sin embargo, a pesar 
de que se encontraron menos roturas en el DNA en las retinas de los ratones 
mutantes, los niveles de muerte fueron significativamente superiores a las de los 
animales silvestres (Fig. 4.43). Esto sería coherente con una generación 
programada de las  roturas en el DNA de las neuronas, de forma que no sólo la 
ausencia de reparación, sino también la ausencia de su generación podrían tener 
consecuencias desfavorables para el correcto desarrollo del sistema nervioso 
central, aunque no podemos descartar su implicación en algún otro proceso.  
La cuantificación de los niveles de proliferación y diferenciación en la retina no 
permitió concluir si RAG-2 participa activamente en alguno de estos dos procesos 
(Fig. 4.44). No obstante, al igual que ocurrió con los embriones mutantes para Pol 
μ, en los mutantes para RAG-2 se encontraron frecuentes defectos en la 
fasciculación de los axones (Fig. 4.45; Tabla 4.III). Asimismo, la decusación de los 
axones a través de la línea media del diencéfalo se encuentra retrasada en 
ausencia de RAG-2 (Fig. 4.47).   
Curiosamente, no fuimos capaces de detectar la presencia de microglía reactiva en 
embriones de estadios E13,5 y E15,5 deficientes en RAG-2 (Fig. 4.48; Tabla 4.V). 
Así pues, en lo que concierne a estos mutantes, no podemos descartar que la 
ausencia de RAG-2 afecte al desarrollo de la microglía y su capacidad de infiltrar la 
retina. Se ha descrito que las células de la microglía promueven la diferenciación 
neuronal, el crecimiento axonal y facilitan la sinaptogénesis (Perry and Gordon 
1991, Ling and Wong, 1993; Cuadros and Navascués, 1998; Stoll and Jander, 
1999; Wilms et al.,1999). En este sentido, los defectos observados en la población 
de neuronas ganglionares podrían ser secundarios. Sin embargo, no existen 
evidencias científicas que relacionen la actividad endonucleasa de RAG1/2 con 
poblaciones de células de origen no linfoide. Si se ha detectado actividad 
recombinasa residual en células hematopoyéticas distintas a los linfocitos, en 
concreto en las células dendríticas y Natural Killer, así como en las células madre 
 145
Discusión   
que dan lugar a todo el linaje linfoide. No obstante, no se ha detectado este tipo de 
actividad en células de linaje mieloide, entre las que se encuentran los macrófagos 
y la microglía (Borghesi et al., 2004). Por otro lado, se ha propuesto que la microglía 
se activa por señales procedentes de los linfocitos T y los ratones deficientes en 
RAG-2 carecen de linfocitos T maduros. Sin embargo, en la etapa del desarrollo 
embrionario en la que realizamos nuestros ensayos la linfopoyesis todavía no ha 
comenzado en el timo. Asimismo, se ha observado que ante un daño agudo en el 
sistema nervioso, la microglía es capaz de infiltrar la zona de la lesión aún en la 
total ausencia de RAG-2 (Ha, 2006; 2007). Todos estos argumentos nos sugieren 
que los defectos observados en los ratones deficientes en RAG-2 podrían no ser 
exclusivos de las células de la microglía. Además, aunque no podemos descartar 
que se generen roturas en la doble hebra del DNA de este tipo celular, nuestros 
primeros abordajes realizados in vivo nos permitieron detectar roturas marcadas 
con γH2AX y p-ATM en la población de neuronas (apartado 4.1.3; apartado 4.1.5). 
Asimismo, el descenso de γH2AX observado en los embriones deficientes en RAG-
2 fue significativo en la población de células TUJ-1 positivas (Fig. 4.42). 
En conjunto, todos estos resultados nos permiten implicar a RAG-2 en el desarrollo 
temprano de la retina, en concreto en procesos relacionados con el crecimiento y la 
navegación axonal, estén relacionados o no con la presencia de la microglía. No 
pudimos concluir, sin embargo, si RAG-2 participa en la conectividad neuronal, ya 
que los ratones mutantes no mostraron fenotipo en el test optomotor, si bien su 
respuesta fue bastante variable (Fig. 4.49). Es necesario, por tanto, llevar a cabo 
más estudios para determinar los procesos exactos en los que esta endonucleasa 
podría participar durante el desarrollo de la retina y de la vía visual. 
Para iniciar la caracterización de dianas moleculares de RAG-2, se realizó una 
comparación preliminar del proteoma total de la retina de estadio E15,5 de ratones 
silvestres y mutantes para RAG-2 (apartado 4.4.1.5). Dicha comparación mostró 
diferencias significativas en la expresión de 7 proteínas. Tras analizar la huella 
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peptídica, se verificó la identidad de 4 de ellas mediante espectrometría de masas 
de algunos de sus péptidos (Tabla 4.VII). Las 4 resultaron participar tanto en el 
crecimiento axonal como en la migración neuronal. Por un lado las tubulinas α 
(cadena 1C; Tubba 1C) y β-III (Tubb3), que se encontraron sobre-expresadas en 
las retinas de los ratones mutantes, forman parte de los microtúbulos del 
citoesqueleto de las neuronas. Junto con las proteínas asociadas a los microtúbulos 
(MAPs), promueven el crecimiento y la guía axonal, y el establecimiento de los 
contactos sinápticos (Bouquet and Nothias, 2007). Otra de las proteínas detectadas 
fue la fascina 1 (Fsn-1), una proteína que contribuye a la formación de los haces de 
actina en el citoesqueleto de las neuronas (Hwang et al., 2008). En el sistema 
nervioso central de Drosophila melanogaster, esta proteína contribuye al 
moldeamiento de las neuritas y a la trayectoria de los axones (Kraft el al, 2006). Por 
último, también los niveles de la subuninad β de la acetil-hidrolasa del factor de 
activación de plaquetas I (Pafah1b3) se encontraron alterados en los ratones 
mutantes. Se ha implicado directamente a esta proteína en la migración neuronal 
en la corteza cerebral (Albrecht, 1996). Sorprendentemente, a pesar de no haber 
encontrado microglía reactiva en la retina de los ratones mutantes para RAG-2, 
ninguna de las proteínas detectadas en estos análisis están relacionadas, 
específicamente, con la diferenciación o la migración de la microglía. Sólo existe 
constancia de que el factor de activación de plaquetas, pero no su acetil-hidrolasa, 
se expresa tanto en neuronas como en células de la microglía, promoviendo la 
migración de ambas (Tokuoka et al., 2003). En conjunto, estos resultados 
corroboran que RAG-2 podría participar activamente en las etapas iniciales de la 
navegación axonal. 
En conclusión, los resultados expuestos en el presente trabajo de Tesis Doctoral 
han ampliado considerablemente el panorama funcional de la muerte neural 
temprana en relación con una posible modificación del material genético de las 
neuronas diferenciadas, mediante la generación y reparación de roturas en la doble 
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hebra del DNA. Demuestran, al igual que otros trabajos, que las moléculas que 
participan en la reparación a través de la vía de NHEJ regulan la supervivencia 
celular y la diferenciación neuronal. Pero, adicionalmente, nuestras observaciones 
permiten proponer que tanto la generación de roturas en el DNA como su 
reparación participan también en los mecanismos de navegación axonal y/o en 
aquellos que regulan el establecimiento circuitos neurales concretos, contribuyendo 
a la diversidad morfológica y funcional de las neuronas (Fig. 5.1). 
 
 
Fig. 5.1 Representación esquemática del desarrollo de las células del sistema nervioso central 
y su relación con los procesos de muerte celular y de reparación de la doble hebra del DNA. La 
figura ha sido ampliada a partir de la Fig. 1.9 de la Introducción. Se indica en rojo la aportación de 
nuestros resultados, especificando en qué procesos del desarrollo parecen participar las distintas 
moléculas que hemos caracterizado en la retina del ratón en diversas etapas de su desarrollo. 
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6. Conclusiones. 
6.1 Los patrones espacio-temporales de muerte y diferenciación solapan 
parcialmente en etapas tempranas de la neurogénesis de la retina de ratón. La 
incidencia de la muerte celular en estas etapas es similar a la que se encuentra en 
el estadio más tardío de P2, correspondiente a la fase de muerte neurotrófica.  
 
6.2 El patrón espacial de activación H2AX es similar a los patrones de muerte y 
diferenciación durante la neurogénesis temprana de la retina. El patrón temporal de 
activación de H2AX es paralelo al de muerte en etapas tempranas del desarrollo de 
la retina, pero no así en etapas tadías.   
 
6.3 La inhibición farmacológica in vitro de las quinasas DNA-PK y ATM/ATR, 
aumenta la muerte celular, que es ejecutada por caspasas, y disminuye la 
diferenciación neuronal en la retina. Las quinasas DNA-PK y ATM/ATR actúan 
principalmente a través de la vía de reparación de NHEJ en la retina de estadio 
E14,5. 
 
6.4 La retinas embrionaria y adulta expresan los mRNAs de polimerasas de la 
familia Pol X, entra las que se encuentra Pol μ. En la retina de estadio E14,5 se 
producen roturas en la doble hebra del DNA que específicamente Pol μ podría 
procesar. 
 
6.5 La ausencia de Pol μ altera la activación de H2AX en la retina embrionaria, 
especialmente en el intervalo E13,5-E15,5, lo que sugiere que Pol μ participa en la 
reparación del DNA en células de la retina en etapas tempranas del desarrollo. La 
muerte celular se encuentra incrementada en la retina de embriones deficientes en 
Pol μ de estadio E13,5, indicando que Pol μ es necesaria para la supervivencia 
celular en esta etapa del desarrollo. 
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6.6 La ausencia de Pol μ dificulta la diferenciación en cultivo de los progenitores 
neuronales de estadios E13,5 y E14,5, y aumenta la susceptibilidad de éstos a la 
muerte celular. 
 
6.7 La ausencia de Pol μ provoca defectos en la fasciculación de los axones y 
altera la expresión de la molécula de adhesión L1CAM en la retina de estadio 
E13,5. Además, los ratones deficientes en Pol μ presentan un reflejo optocinético 
reducido respecto a los animales control. Por tanto, la correcta función de Pol μ es 
necesaria para los procesos iniciales de la navegación axonal en etapas tempranas 
del desarrollo de la retina y el correcto desarrollo de la vía visual en general.  
 
6.8 Las retinas embrionaria y adulta expresan los mRNAs de las endonucleasas 
RAG-1 y RAG-2, así como el del retrotransposón LINE-1. El mRNA de RAG-2 
presente en la retina embrionaria es idéntico al que se expresa en tejidos linfoides.  
 
6.9 La ausencia de RAG-2 disminuye la activación de H2AX en la retina 
embrionaria de estadio E13,5, tanto en la población de neuronas como en la de 
células proliferativas, lo que sugiere que RAG-2 actúa como endonucleasa en esta 
etapa del desarrollo en los dos tipos celulares analizados. La retina de estadio 
E13,5 presenta niveles de muerte celular aumentados en ausencia de RAG-2, 
sugiriendo que la generación de roturas en el DNA también participa en la correcta 
neurogénesis de la retina. 
 
6.10 Las retinas embrionarias de estadio E13,5 y E15,5 de ratones deficientes en 
RAG-2 no presentan microglía reactiva. 
 
6.11 La ausencia de RAG-2 provoca defectos en la fasciculación de los axones y 
ralentiza el cruce de los mismos a través de la línea media del diencéfalo en el 
estadio E13,5. Además, proteínas relacionadas con la proyección axonal y la 
migración neuronal se encontraron significativamente alteradas por la ausencia de 
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RAG-2 en la retina de estadio E15,5. Aunque no se puede descartar la implicación 
de RAG-2 en el desarrollo de la microglía, su función parece estar relacionada con 
las etapas iniciales de la proyección axonal. 
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Apoptosis in the trabecular meshwork of glaucomatous patients
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We established and validated an in toto method to perform TdT-mediated dUTP nick end labeling to study apoptosis in
human trabecular meshwork tissue obtained during trabeculectomy in glaucoma patients. In specimens from patients with
primary open-angle glaucoma and primary angle-closure glaucoma, we detected a tendency for more apoptotic cells to
accumulate in patients with primary open-angle glaucoma. The utility of this method to study apoptosis in the trabecular
meshwork is discussed, as well as its application as a tool in biologic samples.
Glaucoma is one of the most common causes of blindness
in the world and it is a progressive optic neuropathy that
provokes the loss of vision [1]. Glaucoma is characterized by
retinal ganglion cell death and cupping of the optic disc.
Primary open-angle glaucoma (POAG) is the most common
form of the disease and it is closely associated with an increase
in intraocular pressure (IOP) that results from an excessive
resistance to the outflow of the aqueous humor (AH) through
the conventional pathway [2]. This pathway involves both the
trabecular meshwork (TM) and Schlemm’s canal (SC); the
latter is responsible for the outflow of AH from the anterior
chamber to the venous system and it is situated at the angle
formed by the cornea and iris [3]. In the TM, arrays of collagen
beams are covered by endothelium-like cells and the space
between the beams is occupied by extracellular matrix (ECM).
The adjacent SC is a continuous endothelium-lined channel
that drains off AH into the bloodstream. The TM is anchored
by tendons of the longitudinal ciliary muscle (CM) and by
elastin fibers that connect it to the endothelium of the SC. Both
the TM and the longitudinal CM are actively involved in
regulating AH outflow and IOP. Indeed, these two structures
act as functional antagonists, since contraction of the CM
leads to a distension of the TM and the ensuing reduction in
outflow, whereas contraction of the TM produces the opposite
effect [4]. It is thought that the resistance to aqueous outflow
occurs at the junction where the TM meets the inner wall of
the SC, the juxtacanalicular region. Thus, the TM represents
the key region in the pathogenesis of glaucoma and it is a good
potential target for therapeutic interventions.
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The most characteristic structural alterations in the TM
of eyes with POAG involve the decrease in cellularity [5] and
an increase in the ECM, as well as the presence of “plaque
material” in the juxtacanalicular tissue. This “plaque material”
is an accumulation of banded fibrillar elements in which
different glycoproteins are embedded, and it derives from
thickened sheaths of elastic fibers [6]. These alterations in the
TM may produce critical changes in outflow resistance.
The loss of cells within the TM is more severe in POAG
patients than in normal age matched controls [5] and it is
thought to be an early event in POAG [7] whereby the TM
endothelial cell population diminishes with age [7,8]. At 20
years of age the entire meshwork has been estimated to contain
763,000 cells and this number decreases to 403,000 by the age
of 80, with a loss of approximately 6,000 cells per year [8].
The exact mechanism by which the cell population is reduced
in normal and glaucomatous human TM tissues is not known,
although several potential mechanisms have been suggested,
including wear-and tear, phagocytosis, cell migration, and cell
death [9]. Cell death may occur in different ways, including
apoptosis (type I), autophagy (type II), and necrosis (type III),
each of which is related with a particular series of events
[10]. Significantly, human TM cell lines, and ex vivo
dissected TM tissue obtained from normal donors, express
several modulators of apoptosis (Fas, Bcl-2, Bcl-Xl, Bax, and
caspases), and in addition, human TM cells can be stimulated
to undergo apoptosis via the Fas-FasL pathway [11].
However, to our knowledge apoptosis has not been detected
in the TM from glaucomatous patients.
DNA fragmentation is a typical feature of apoptotic cell
death and this process can be assessed via the activity of
multiple DNases, including DNase I that cleaves DNA leaving
3′-OH DNA ends. During apoptosis, caspase-activated DNase
(CAD) digests genomic DNA into oligonucleosomal
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fragments that are further cleaved by DNase I [12]. Thus,
terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP
nick end labeling(TUNEL) can take advantage of the increase
in free 3′-OH ends. The TdT enzyme can incorporate
fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated dUTP
nucleotides into these fragments, thus enabling the cells with
fragmented DNA to be visualized by fluorescence
microscopy. By applying TUNEL to whole specimens it is
possible to define rare cell death events, as shown previously
during early retinal development [13]. We established such a
method to evaluate whether or not apoptotic cell death might
contribute to the loss of cells within the TM. We successfully
identified apoptotic cells in human TM specimens obtained
during trabeculectomy. We examined patients with POAG as
well as those with PACG (primary angle-closure glaucoma),
the latter characterized by an obstruction to the outflow of AH
that produces an increase in IOP due to the anatomic
predisposition of the eye.
METHODS
Study population: Human tissue was handled in accordance
with the Helsinki Declaration and the Local Committee of
Ethics for experimentation with human tissues. Institutional
approval was obtained and all the patients enrolled in the study
provided their informed voluntary written consent. Seven
patients with POAG and four with PACG were included in
the study, in which only one eye was studied. The age of the
patients ranged from 55 to 85 years (mean age±SD, 71±12
years) and the disease duration ranged from 4 to 12 years
(Table 1 summarizes their demographic characteristics). The
patients were prospectively selected based on the following
criteria. The inclusion criteria were: glaucoma (POAG or
PACG), more than 50 years of age, access to at least three
reliable baseline preoperative visual fields, no retinal or
neurologic disease that may have affected the visual field, and
being treated with the same combination of drugs such as a
β-blocker (timolol maleate), a carbonic anhydrase inhibitor
(dorzolamide) and an α2 adrenergic agonist (brimonidine).
The exclusion criteria were: ocular disease other than
glaucoma, normal tension glaucoma, pseudoexfoliation or
pigmentary syndrome, previous eye surgery or laser
trabeculoplasty (argon laser trabeculoplasty or selective laser
trabeculoplasty), diabetes mellitus, uveitis, systemic
collagenopathy, and objective neurologic signs.
POAG was defined as the presence of a reproducible
visual field defect consistent with glaucoma and the
appearance of the optic disc, coupled with a pretreatment IOP
of at least 21 mmHg and an open angle with no signs of
secondary causes of glaucoma. The PACG diagnosis was
based on the same criteria except that the angle was occludable
before laser iridotomy with the posterior TM visible for less
than 90° of the angle circumference. IOP was determined
using the Goldmann applanation tonometer (GAT; Haag-
Streit, Koeniz, Switzerland).
Stratification of patients: Perimetry was performed during the
four week period before surgery (Octopus tG1; Interzeag AG,
Switzerland). We divided the patients into four groups based
on Mean Defect (MD) values: MD greater than −6 dB (mild
visual field loss), MD between −6 and −12 dB (moderate
visual field loss), MD between −13 dB and −20 dB (severe
visual field loss), and MD greater than −20 dB (terminal).
Collection of trabecular meshwork specimens: The
experimental protocol required the removal of TM specimens
during trabeculectomy. The surgical technique employed has
been described elsewhere [14], and it involved the use of a
large flap (scleral flap size: 8–10x5–6 mm, flap thickness: 2/3
scleral thickness; excised inner block size: 6–5x4 mm) that
enabled us to obtain a large specimen. The TM specimens
were obtained according to standard surgical procedures and
for all specimens, a 45° knife was used to cut a 6–5x4 mm
button of corneoscleral tissue. The TM was then dissected out
under a microscope, and the TM biopsies were snap-frozen in
liquid nitrogen and stored at −80 °C until they were assayed.
Detection of apoptosis: TUNEL was performed on whole TM
specimens to label fragmented DNA with FITC-dUTP based
on previous methods [13,15]. Briefly, frozen samples were
thawed on ice and fixed overnight in 4% paraformaldehyde
(w/v, Sigma, St. Louis, MO) prepared in 0.1 M phosphate
buffer (PB, pH 7.4). The TM tissue was permeabilised for 2
h at RT (changing the solution every 30 min) with 4% Triton
X-100 in PBS (w/v, Fluka, Buchs, Switzerland), it was mildly
digested for 15 min at 37 °C with 20 μg/ml proteinase K in
PBS (Promega, Madison, WI), and it was then processed for
TUNEL following the manufacturer’s instructions (Apoptosis
Detection System, Promega). At the end of the assay, the TM
tissue was counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI), mounted with Vectashield mounting medium
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) and visualized on a
confocal microscope (LEICA DMRE2, Heidelberg,
Germany). The number of apoptotic cells was determined by
counting TUNEL positive cells on images representing the
maximal projection of confocal series under 10X and 20X
objectives.
RESULTS
Programmed cell death can be detected in the TM of
glaucomatous patients: TM samples processed for TUNEL
were counterstained with DAPI to visualize the limit of the
TABLE 1. DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS OF THE PATIENTS ENROLLED IN THE STUDY.
Statistics POAG PACG
Number 7 4
mean age years (±SD) 78±8 71±12
IOP (mm Hg; mean±SD) 24.2±2.1 22.5±4
Abbreviations in the table are: POAG, primary open-angle
glaucoma; PACG, primary angle-closure glaucoma; and IOP,
intraocular pressure.
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TM, as well as the corneal and scleral surfaces (Figure 1A,B).
In addition, DAPI staining also enabled pyknotic and
condensed nuclei to be identified, morphological features of
programmed cell death. We found TUNEL positive cells in
the sclera (Figure 1C) and the cornea (data not shown) of all
specimens analyzed, indicating that programmed cell death
occurred in this tissue as described previously [16]. Indeed, in
8 of the 11 samples analyzed (72.7%) there were TUNEL
stained cells in the TM (Figure 1C). To ensure that the green
TUNEL staining corresponded to apoptotic nuclei we
captured the same confocal images in the green (TUNEL) and
blue (DAPI) channels (box in Figure 1C), confirming that the
TUNEL cells corresponded to those with pyknotic nuclei.
There is more cell death in the trabecular meshwork from
POAG patients than in that of PACG patients: We
successfully identified apoptotic cells in human TM
specimens obtained during trabeculectomy. Apoptotic cells
were scored in images representing the maximal projections
of the confocal series throughout the whole TM. Figure 2A
represents TUNEL positive cells identified in the TM of each
POAG and PACG patients against their correspondent visual
fields, expressed as MD values. The accumulated numbers
showed a clear tendency toward an increase in the number of
TUNEL positive cells in specimens collected from POAG
patients (Figure 2B) indicating a greater incidence of
apoptosis associated with this condition.
DISCUSSION
In this communication, we demonstrate that programmed cell
death occurs in the TM of POAG and PACG patients,
although the number of apoptotic cells may be higher in the
former condition. These observations were achieved by
developing a TUNEL method to stain the TM as a whole,
facilitating the visualization and scoring of the relatively low
number of apoptotic cells in this tissue.
Figure 1. TUNEL positive cells can be detected in TM samples from
glaucomatous patients. TM samples were stained with DAPI (A,B)
and by TUNEL (C). The DAPI staining allowed us to visualize the
structure of the specimen and to identify apoptotic nuclei both within
and outside of the TM. Dotted lines represent the limits of the TM
and the arrows indicate the presence of apoptotic cells in the TM and
sclera   of   a   POAG   patient.   The   inset   in C  shows a
pyknotic nucleus (visualized by DAPI blue staining) that is also
positive for TUNEL (green). Abbreviations in the figure are Co,
Cornea; TM, Trabecular Meshwork; Sc, Sclera. The scale bar is equal
to 250 μm in A and 150 μm in B and C.
Our observations may explain the loss of cells described
previously in POAG patients [5,7] and they suggest that
apoptosis could be one of the mechanisms by which trabecular
cells die in glaucoma. The differences observed in the number
of apoptotic cells between POAG and PACG patients are
unlikely to be due to the antiglaucoma treatment since these
patients all received the same type of anti-glaucoma
medication: β-blocker (timolol), carbonic anhydrase inhibitor
(dorzolamide) and α2 adrenergic agonist (brimonidine). While
it is possible that the antiglaucoma treatment may have
induced apoptosis in the TM of glaucomatous patients,
exposing cultured TM to anti-glaucoma drugs such as timolol
and pilocarpine does not induce apoptosis [17]. Moreover, the
effect of benzalkonium-preserved (BAC+) or preservative-
free (BAC-) antiglaucoma medication on the expression of
apoptotic markers in cultured human TM cells has also been
evaluated. At concentrations higher than those thought to be
found in the AH after instillation, unpreserved beta-blockers
(timolol and betaxolol) and prostaglandin (latanoprost) did
not exhibit any pro-apoptotic activity on TM cells in vitro
[18]. However, we cannot rule out that the long-term
administration of antiglaucoma treatment might contribute to
the apoptosis of TM cells.
The relationship between TM cell loss and the apoptosis
observed in POAG patients deserves further characterization,
as do the mechanisms underlying the apoptosis in the TM. It
has been suggested that intense phagocytic activity of
trabecular cells could lead to cell death [19]. Furthermore,
glaucoma itself could also produce apoptosis of TM cells
through mechanical stress [20] or through trabecular
hypoperfusion [21]. An increase in oxidative stress may also
contribute to cell loss or alterations in the functioning of TM
cells [22,23].
Finally, we have to mention two limitations of this study.
One is the absence of the control group since it is impossible
to obtain TM specimens from control subjects. The other one
is the small number of subjects included in each group due to
Figure 2. Scoring of TUNEL positive cells in the TM of POAG and
PACG patients. TUNEL-positive apoptotic cells were scored in
maximal projection images of confocal series taken under 10X and
20X objectives and represented as TUNEL-positive cells per area.
A: The values are represented individually and classified according
to the Mean Defect (MD) criterion and the type of glaucoma (PACG
or POAG). B: Values (mean±SD) grouped for PACG or POAG
patients.
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the difficulty of obtaining TM samples from glaucoma
patients which fulfill the strict inclusion and exclusion criteria.
Despite these restrictions the technique is still suitable to study
cell death in the TM and will enable us to more accurately
evaluate the different alternatives for the etiology of the
pathological stage, as well as of the effectivity of certain
therapeutic approaches. This method may also be applicable
to study apoptosis in other human tissues obtained by surgery.
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